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El arroz (Oryza sativa L.) es uno de los cereales más importantes del planeta. Su 
cultivo demanda grandes cantidades de nutrientes, particularmente nitrógeno y 
fosforo. Sin embargo, la baja disponibilidad de estos nutrientes en el suelo ha 
llevado al uso de fertilizantes químicos, generando incrementos en los costos de 
producción y daños ambientales. El suelo alberga una gran diversidad microbiana 
que facilita la captación de estos nutrientes por parte de la planta gracias a 
mecanismos como la solublización y mineralización de fosforo, producción de 
hormonas reguladoras del crecimiento y fijación de nitrógeno. La mayoría de estos 
microorganismos hacen parte de las Rizobacterias Promotoras de Crecimiento 
Vegetal (RPCV), destacándose los Bacilos Aerobios Formadores de Endospora 
(BAFEs), que colonizan la rizosfera de las plantas, estimulando su crecimiento, 
incrementando su longitud y biomasa. Se evaluó, en un screening inicial, la 
actividad promotora de crecimiento vegetal de 56 aislamientos obtenidos de la 
rizosfera de diferentes especies vegetales, preparando suspensiones ajustadas a 
una concentración de 5x107 UFC.mL-1 para la inoculación de semillas de arroz 
pregerminadas. Una vez inoculadas, las semillas fueron sembradas y crecidas 
durante 30 días en un sustrato inerte, y fertilizadas con roca fosfórica y solución 
nutritiva de Hoagland 20%. Los mejores 17 tratamientos fueron repetidos en el 
tiempo obteniendo 5 aislamientos sobresalientes incrementando hasta en un 31 y 
56% la longitud y 45 y 169% el peso seco de vástago y raíz respectivamente, con 
respecto al tratamiento control; adicionalmente presentaron actividad 
solubilizadora de fosfato de calcio, actividad mineralizadora de fitato in vitro, así 
como también liberación de fosfatos a partir de residuo vegetal. Con base en los 
criterios anteriores, tres de los aislamientos fueron seleccionados para evaluar su 
efecto promotor en plántulas de arroz sembradas en un suelo enmendado con 
tamo de arroz previamente biodegradado usando una dosis de fertilización 
nitrogenada, en condiciones de invernadero. Los resultados mostraron que las 
cepas seleccionadas incrementaron significativamente las variables evaluadas, 
proporcionando una buena estrategia para favorecer el desarrollo del cultivo del 
arroz. 
 












Rice (Oriza sativa) is one of the most important cereals worldwide. Its cultivation 
requires large amounts of nutrients, particularly nitrogen and phosphorus. 
However, the low efficiency in the assimilation of these nutrients has led to overuse 
of chemical fertilizers, generating increases in production costs and environmental 
damage. Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR), especially the aerobic 
endospore forming bacteria (AEFBs), are able to colonize the rhizosphere of rice 
plants, stimulating its growth. In the present study, we evaluated the plant growth 
promotion activity of 56 isolates, obtained from the rhizosphere of different plant´s 
species and previously characterized as a function of attributes of growth 
promotion (solubilization of tricalcium phosphate and mineralization of phosphate). 
The evaluation of the plant growth promotion capacity of the isolates was carried 
out using bacterial suspensions on pre-germinated rice seedlings, previously 
adjusted to a concentration of 5x107 CFU.mL-1. Once inoculated, the seeds were 
sown and grown for 30 days in an inert substrate, and fertilized with phosphate 
rock and Hoagland nutrient solution at 20%. Seventeen best treatments were 
repeated over time, allowing to confirm the activity of five isolates which increased 
between 56% and 31% and 45% and 168% the length and dry weight of root and 
stem, respectively, compared to the control treatment. Based on the mentioned 
results, three isolates were selected to evaluate their effect as plant growth 
promoter on rice seedlings, planted in amended soil with bio-composted rice straw 
and treated with a doses of nitrogen fertilization, under greenhouse conditions. The 
treatments increased the development of stem and root of the seedlings, alone or 
in combination with straw degrading, providing a good strategy to encourage the 
development of rice cultivation. 
 












El arroz (Oryza sativa L.) es uno de los cereales más importantes del planeta, 
catalogado como un alimento clave en la seguridad alimentaria a nivel mundial ya 
que cerca de 2000 millones de personas dependen de este cultivo para su 
sustento diario (Uribe-Vélez, 2012). El arroz se produce en más de 100 países con 
un área cultivada de 153 millones de hectáreas, una producción anual que supera 
los 600 millones de toneladas (Prasanna et al. 2010) y un rendimiento que oscila 
entre 1 t ha-1 en sistemas con poca irrigación y mecanización, hasta 10 t ha-1 en 
sistemas irrigados y mecanizados (Zeigler y Barclay, 2008). 
El cultivo del arroz requiere de grandes contenidos de nutrientes para su 
crecimiento, particularmente nitrógeno (N) y fósforo (P), indispensables para el 
buen desarrollo del cultivo. El nitrógeno es un nutriente limitante para la 
producción mundial de arroz debido a su baja eficiencia de asimilación en el 
sistema, la cual fluctúa entre 34-40%, y a sus bajas concentraciones en suelo, lo 
que conlleva a suplir su demanda con fertilizante de síntesis química 
principalmente (Kennedy et al. 2004).  
Esto ha generado que el consumo de fertilizantes nitrogenados haya pasado de 
100Kg N ha-1 a 230Kg N ha-1 en el término de 10 años, lo que ha incidido 
considerablemente en los costos de producción (Castilla-Lozano et al. 2012). 
Por otra parte, el fósforo también constituye un nutriente esencial para el cultivo 
del arroz. Aunque la mayor reserva de fósforo está en el suelo, éste se encuentra 
en un estado no soluble, formando complejos con iones como el Ca2+ o Al, lo que 
impide su absorción por parte de las plantas limitando su crecimiento, toda vez 
que éste elemento interviene en procesos tan importantes como la fotosíntesis, la 




Adicionalmente, otras de las formas no disponibles de P en el suelo es el ácido 
fítico (fitato), que es una fuente de P orgánico importante ya que constituye entre 
el 20 y el 50% del fósforo orgánico del suelo (Richardson et al. 2007) y representa 
entre el 50-85% del fósforo total en los tejidos de las plantas (Reddy et al. 1982). 
Sin embargo, para el aprovechamiento de este reservorio de P, es indispensable 
el empleo de mecanismos como la producción de enzimas (fitasas) que 
mineralicen y solubilicen el fitato, ya que la habilidad de las plantas para obtener el 
P directamente a partir del ácido fítico es muy limitada (Patiño, 2010). 
Por lo anterior, se requiere de la aplicación de fertilizantes fosforados con el fin de 
alcanzar altos niveles de productividad. En el arroz por ejemplo, las dosis de 
aplicación de fertilizantes fosforados oscilan entre 50-100kg ha-1 en pre siembra 
(Snyder y Slaton, 2002). Sin embargo, un gran porcentaje del fósforo aplicado es 
rápidamente transformado en compuestos poco solubles (Fernández, 2007), lo 
que genera grandes pérdidas a nivel económico con un rendimiento menor al 
esperado. 
El excesivo uso de fertilizantes ha llevado al deterioro de las condiciones 
fisicoquímicas del suelo, lo cual sumado a prácticas inadecuadas de manejo como 
la quema del tamo a campo abierto después de cada ciclo de cultivo, genera la 
disminución progresiva de materia orgánica y la perdida de una fuente importante 
de nutrientes, toda vez que alrededor del 40% del N, el 85% del K, el 35% del P y 
el 50% del S absorbidos por el arroz permanecen en las partes vegetativas de la 
planta (Abril, 2009), las cuales se generan en volúmenes importantes (1-1,5 ton de 
tamo/ton de arroz producido) (Calvo et al. 2004). 
En consecuencia de la situación arriba mencionada, se hace necesaria la 
búsqueda e implementación de estrategias que permitan el aprovechamiento del 
tamo de arroz bajo un esquema de biofertilización y la optimización en el uso de 
nutrientes por parte de la planta con el fin de obtener el máximo rendimiento al 
menor costo económico y ambiental (Marentes et al. 2012). 
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El suelo alberga una gran diversidad de microorganismos con potencial agrícola y 
biotecnológico, que facilitan la captación de nutrientes por parte de la planta 
gracias a diversos procesos como la producción de fitasas, la solublización de 
fosfatos (Richardson et al. 2009), mineralización de la materia orgánica y fijación 
de nitrógeno (Pérez-Montaño et al. 2014). Un número importante de estos 
microorganismos hacen parte de las llamadas rizobacterias promotoras de 
crecimiento vegetal o PGPR (del inglés, plant growth-promoting rhizobacteria) 
(Kloepper y Schroth, 1981), que colonizan la rizosfera y raíz de las plantas. Estos 
microorganismos estimulan el crecimiento de las plantas, incrementando su 
vigorosidad, peso seco y longitud, así como facilitando una mayor asimilación de 
nutrientes (Gholami et al., 2009; Kloepper et al., 2004; Kloepper et al., 1989).  
Bajo éste contexto en el presente trabajo, se buscó evaluar el efecto de diversos  
microorganismos rizosféricos sobre el crecimiento de plántulas de arroz bajo 
condiciones de invernadero, teniendo en cuenta parámetros agronómicos como la 
longitud y el peso seco de vástago y raíz. Una vez seleccionadas las mejores 
PGPRs se evaluó su actividad promotora en plántulas de arroz crecidas en 












2. MARCO TEÓRICO 
 
2.1. CONSIDERACIONES GENERALES DEL ARROZ (Oryza sativa L.) 
 
2.1.1. Taxonomía del arroz 
El arroz es una planta monocotiledónea que pertenece a la familia de las 
Gramíneas, a la sub-familia de las Panicoideas y a la tribu Oryzae. Su nombre 
científico es Oryza sativa (Tabla 1) (SAG, 2003). El género Oryza contiene 25 
especies reconocidas, de las cuales la mayoría constituyen especies silvestres y 
solo dos especies son cultivadas: O. sativa y O. glaberrima (Brar y Khush, 2003). 
O. sativa es la especie mayormente sembrada. Ésta es crecida en todo el mundo 
incluyendo Asia, Norte y Sur América, Europa y países africanos. O. glaberrima es 
cultivada solo en países del oeste africano (Ministry of environment and forests 
government of India, 2011). 
Tabla 1.  Taxonomía de la planta de arroz. 
Nombre científico:  Oryza sativa L. 









2.1.2. Morfología y fenología de la planta de arroz 
La planta de arroz es una gramínea anual originaria del sur de la India (Luque, 
2009), adaptada para crecer en suelos inundados o secanos (Torres, 2010). Sus 
raíces son delgadas, fibrosas y fasciculadas, presenta tallos redondos y huecos, 
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con hojas planas, compuestas de dos partes: una lámina y una vaina hendida 
longitudinalmente que abraza una porción del tallo, rodeando un entrenudo 
completo. La altura de la planta está en función del número y la longitud de los 
entrenudos, que aunque son características varietales definidas, pueden variar por 
efectos ambientales (Moquete, 2010). 
Las flores son de color verde, dispuestas en espiguillas y cuyo conjunto constituye 
una panícula. Las inflorescencias o panículas corresponden a prolongaciones de 
los tallos a partir del último nudo. Las panículas permanecen erectas durante la 
floración y a medida que los granos se van llenando se doblan sobre sus propios 
ejes, debido al peso que éstos van adquiriendo (Moquete, 2010). 
En general, el ciclo de cultivo de las variedades de arroz que se cultivan 
actualmente, varía de 120 a 140 días desde la germinación hasta la cosecha del 
grano, sin embargo, el número de días puede variar dependiendo de la variedad y 
de algunas condiciones ambientales como la temperatura (SAG, 2003).  
El crecimiento de la planta de arroz está dividido en tres fases: una fase vegetativa 
que va desde la germinación de la semilla hasta la iniciación de la panícula; esta 
etapa tiene una duración variable, pero en general se da entre los 55 y 65 días 
después de la siembra. La segunda fase es la fase reproductiva, que va desde la 
iniciación de la panícula hasta la floración, es decir, empieza después de la fase 
vegetativa, y tiene una duración de 35 días. Por último, tenemos la fase de 
madurez, que va desde la floración hasta el grano maduro; esta fase se 
caracteriza por la formación y el llenado de los granos, y tiene una duración de 
aproximadamente 30 días (Moquete, 2010). 
2.1.3. Cultivo del arroz  
El arroz se cultiva desde el nivel del mar hasta los 2500 msnm. Se trata de un 
cultivo tropical y subtropical, en el que la mayor producción se obtiene en climas 
húmedos tropicales, siendo China el país con los más altos valores de producción 
(alrededor del 30% de la producción mundial) (Moquete, 2010). 
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En Colombia, el arroz constituye un cultivo de gran importancia, lo que se ve 
reflejado en una extensa área de siembra que oscila alrededor de 445.000 
hectáreas con un rendimiento  promedio de 6.2 t ha-1 y un volumen de producción 
de 2.792.232 t, ocupando el tercer puesto con respecto a la producción en 
América Latina y el Caribe, después de Brasil y Perú (FAO, 2010). 
Colombia posee 5 zonas arroceras, que incluyen 20 departamentos dedicados a 
éste cultivo: Bajo Cauca, Zona Centro, Costa Norte, Llanos Orientales y Santander 
y Norte de Santander, siendo la Zona Centro y los Llanos Orientales las zonas de 
mayor importancia en términos de producción con un 34% de la producción 
nacional cada una, seguidas por el Bajo Cauca, la Costa Norte y los Santanderes 
con el 17, 9 y 6%, respectivamente (Ministerio de Agricultura, 2005). 
En el país predominan dos grandes categorías del cultivo de arroz: el manual, 
donde solo se emplea mano de obra en todas las actividades del proceso 
productivo; y el mecanizado, donde se emplea maquinaria para realzar una o 
varias labores en el proceso productivo del cultivo (Ministerio de Agricultura, 
2005).  
Asimismo, el arroz mecanizado se subdivide de la siguiente manera: arroz de 
riego o inundado, en donde el agua que requiere el cultivo es provista por el 
hombre en cualquier momento, y puede hacerse por bombeo o por gravedad; y el 
arroz secano, en donde el agua proviene únicamente del periodo de lluvias, 
disponiendo normalmente de canales de drenaje (Superintendencia de Industria y 
Comercio, 2012).  
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Los métodos de riego y secano mecanizado aportan cerca del 94% de la 
producción total de arroz en Colombia (Figura 1) por lo que el porcentaje restante 
depende del método secano manual (DANE 2012). No obstante, a nivel mundial, 
la gran producción se consigue bajo sistema de riego. El cultivo bajo condiciones 
sin riego se observa en Centro América, Colombia y Brasil principalmente 
(Moquete, 2010). 
Figura 1.  Producción nacional del arroz según método de cultivo 
2.1.4. Fertilización en el cultivo del arroz 
El nitrógeno y el fósforo constituyen los nutrientes más importantes durante el 
desarrollo de la planta en el cultivo del arroz (IRRI, 2013). Es por ello que para 
obtener rendimientos satisfactorios en dicho cultivo, se hace necesario suministrar 
estos nutrientes de manera adecuada a través de sistemas de fertilización 
(Castilla-Lozano et al. 2012). 
Por lo anterior, es frecuente el empleo de urea y fosfato de amonio en los sistemas 
de fertilización para este cultivo. Sin embargo, varios estudios han demostrado 
que el porcentaje de nitrógeno captado por la planta durante la aplicación de urea 
es del 30-40% (Choudhurya y Khanifb, 2001). Para el caso del fósforo, los valores 
son aún más críticos, considerando que solo el 10% del fósforo aplicado es 
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aprovechado y el 90% restante se transforma en formas insolubles no disponibles 
(Fernández et al. 2005). 
Estos porcentajes de eficiencia conllevan a una problemática para el cultivo en 
relación al costo-beneficio del uso de fertilizantes químicos, toda vez que dichos 
insumos, en Colombia por ejemplo, representan aproximadamente el 14%  de los 
costos de producción del cultivo de arroz y cada año las dosis se han 
incrementado para lograr mejores rendimientos, aspecto que influye en los costos 
de producción debido a que la mayoría de estos productos son importados 
(Álvarez et al. 2008). 
2.1.4.1. El nitrógeno en el suelo 
El nitrógeno es indispensable en el crecimiento de la planta y aporta entre el 1 y 
4% del peso seco de la misma. Este nutriente es absorbido a partir del suelo en 
forma de nitrato (NO3
-) o amonio (NH4+), y pasa a ser parte de productos 
metabólicos como aminoácidos y proteínas, interviniendo en el desarrollo de la 
planta y por consiguiente en el rendimiento del cultivo (FAO e IFA, 2002). 
2.1.4.2. El fósforo en el suelo 
El fósforo es el segundo nutriente más importante en el desarrollo y crecimiento de 
las plantas (Cheng-Hsiung, 2009). A nivel fisiológico, este nutriente interviene en el 
aumento de la biomasa, en procesos metabólicos de transferencia de energía, 
biosíntesis de macromoléculas, fotosíntesis, entre otros, por lo que es 
indispensable su suministro a través de fertilización si se desea aumentar la 
producción en los cultivos (Shenoy, 2005; Coyne, 2000). La concentración del 
fósforo en la solución del suelo es típicamente baja, con valores que oscilan entre 
0,02 y 1 ppm, si lo relacionamos con la alta demanda por parte de las plantas, las 
cuales obtienen dicho nutriente a partir de formas inorgánicas solubles (Fernández 
et al. 2005; Glick, 1995). 
En ambientes naturales, su disponibilidad está limitada por su tendencia a 
precipitarse en presencia de metales a pH ácido o alcalino; en suelo ácidos, 
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óxidos de aluminio y hierro forman complejos con el fósforo: fosfato de aluminio y 
fosfato de hierro, mientras que en suelos alcalinos el fósforo es fijado por el calcio 
(Igual et al. 2001). El pH óptimo para que el ion ortofosfato en el suelo sea viable 
es 6.5, ya que la precipitación de los fosfatos de aluminio y calcio disminuye 
(Sylvia et al. 2005).  
Por otra parte, una fracción importante de fósforo en el suelo es el fósforo 
orgánico. Este está presente en la materia orgánica procedente de restos de 
animales y vegetales. En diversos suelos, puede representar cerca del 50  
(Mukhametzyanova et al., 2012; Olivera et al. 2008) o incluso el 80% del fósforo 
total (Singh y Satyanarayana, 2011), siendo el fosfato de inositol (ej. fitato o ácido 
fítico) una de las formas más abundantes. 
2.1.4.3. Ácido fítico 
El ácido fítico (myo-inositol 1,2,3,4,5,6 hexafosfato, IP6) es un compuesto formado 
por inositol esterificado con seis grupos fosfatos que representa el 35% o más del 
fósforo orgánico total en el suelo (Mukhametzyanova et al., 2012; Singh y 
Satyanarayana, 2011; Gyaneshwar et al. 2002; Richardson, 1994; Anderson, 
1980). Sin embargo, el contenido de fitato en el suelo varía significativamente y es 
en cierto grado determinado por el tipo de suelo y su utilización (George et al., 
2009).   
La sal del ácido fítico  es conocida con el término de fitato y se forma cuando se 
une a iones de metales (calcio, hierro, sodio, potasio, zinc, magnesio y cobre) a 
pH neutro (Carreon, 2008). Incluso puede reaccionar con residuos de 
aminoácidos, carbohidratos y proteínas, haciéndolo la principal forma de fósforo 
orgánico en el suelo no disponibles para las plantas (Singh y Satyanarayana, 




Figura 2 . Estructura del ácido fítico (a) y su interacción con iones metálicos (b) 
Sin embargo, existe un grupo de enzimas, las fitasas, pertenecientes a la familia 
de las fosfatasas que tienen la capacidad de hidrolizar el fitato a una serie de 
derivados de inositol fosfato y fosfato inorgánico (Singh et al., 2011) (Figura 3). La 
mayoría de estas enzimas son de origen microbiano y son activamente secretadas 
en la rizósfera donde podrían mejorar el crecimiento de las plantas bajo 
condiciones de campo (Singh and Satyanarayana, 2010). 
En la planta, el ácido fítico es acumulado en las semillas durante la maduración, 
junto con otras fuentes de almacenamiento como almidón y lípidos 
(Mukhametzyanova et al., 2012) donde cumple una variedad de funciones como 
fuente de fósforo, cationes, myo-inositol (un precursor de componentes de la 
pared celular), y además participa en los procesos de germinación de las semillas 
(Azeke et al., 2011). Este componente también es encontrado en raíces y 
tubérculos, vegetales, frutas, nueces y polen de varias especies de plantas (Bohn 























Figura 3. Movilización de fósforo por microorganismos. Las bacterias productoras de fitasas en la 
rizósfera proporcionan una utilización de fósforo a partir de fitato insoluble del suelo (Modificado de 
Mukhametzyanova et al., 2012). 
 
2.1.5. Tamo de arroz: generalidades y características 
El tamo de arroz (residuo vegetal) es uno de los subproductos agrícolas más 
abundantes en el planeta, cuya producción es equivalente a la producción del 
grano de arroz, es decir, por cada kilogramo de grano cosechado se producen 
entre 1-1.5 kilogramos de tamo (Binod et al. 2010). 
La quema de este residuo es la práctica más empleada en los países productores 
a nivel mundial debido a la dificultad y elevado costo de su retirada y su nulo 
aprovechamiento (Abril et al. 2009). Sin embargo, si bien esta práctica presenta 
algunas ventajas en términos del mantenimiento de la sanidad del cultivo y la 
disminución de los tiempos de preparación de la cosecha, también conduce a la 
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pérdida de una fracción importante de los nutrientes, al deterioro de la materia 
orgánica y a la generación de altas cantidades de gases de efecto invernadero 
(Dobermann y Fairhurst, 2000). 
El retiro o la quema del tamo de arroz implicarían la extracción de nutrientes, 
fundamentalmente N, P y K, toda vez que esta biomasa vegetal contiene alrededor 
del 40% de nitrógeno, entre el 80-85% de potasio, 40-50% del azufre, el 5-6% del 
silicio y el 30-35% de fósforo incorporado por la planta en el cultivo maduro. Desde 
otra perspectiva, el contenido de nutrientes del tamo de arroz en términos de 
porcentaje de materia seca es de 0,5-0,8 nitrógeno, 0,16-0,27 de fósforo en forma 
de P2O5, 1,4-2,0 de potasio en forma de K2O, 0,05-0,1 de azufre y 4-7 de silicio 
(Dobermann y Fairhurst, 2000).   
En este contexto, la reincorporación del tamo en el suelo, una vez finalizada la 
cosecha, facilitaría la disponibilidad de nutrientes, estimulando la actividad 
microbiana (Vargas-García et al. 2010) y reduciendo el deterioro de los suelos, 
protegiéndolos de los rayos del sol (Marentes et al. 2012). 
La descomposición de este residuo vegetal implicaría un largo periodo de tiempo 
(Aro et al. 2005), tal vez no tolerable por el agricultor. Sin embargo, el empleo de 
bioinoculantes a base de microorganismos como Trichoderma, con actividades 
enzimáticas (ej. celulasas), pueden disminuir estos tiempos de degradación 
(Marentes et al. 2012; Kausar et al. 2010). De manera sinérgica, el empleo de 
microorganismos promotores de crecimiento vegetal, a través de mecanismos 
como la fijación de nitrógeno o la solubilización de fosfatos, podrían complementar 
los requerimientos nutricionales del cultivo, favoreciendo su desarrollo (Choudhury 
y Kennedy, 2004; Rodríguez y Fraga, 1999). 
2.2. RIZOBACTERIAS PROMOTORAS DEL CRECIMIENTO VEGETAL 
El término rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (RPCV) o PGPR (del 
inglés, Plant growth promoting rhizobacteria) fue introducido por primera vez en la 
década de los 70 por Kloepper y coautores (Kloepper y Schroth, 1981). Las RPCV 
son todas aquellas bacterias de vida libre o simbióticas habitantes en las raíces de 
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las plantas que de cierta manera inciden sobre el crecimiento de éstas de forma 
positiva directa o indirectamente a través de diversos mecanismos (Ahmad et al., 
2008). Estos mecanismos incluyen la fijación biológica de nitrógeno (FBN), 
síntesis de fitohormonas (Fitoestimulación), aumento de la disponibilidad de 
nutrientes para la planta, por ejemplo, a través de la solubilización de fosfatos 
(Biofertilización) y la producción de metabolitos antibióticos y antifúngicos 









Figura 4 . Ilustración esquemática de algunos mecanismos conocidos para la promoción de 
crecimiento vegetal por PGPRs. Diferentes mecanismos pueden ser estudiados bajo 
Biofertilización (fijación de N2 y solubilización de fosforo orgánico e inorgánico) y Fitoestimulación 
(secreción de hormonas reguladoras del crecimiento vegetal: giberelinas, auxinas y citoquininas) 
(modificado de Kumar et al., 2011). 
 
El suelo rizosférico contiene diversas comunidades de RPCV que exhiben efectos 
benéficos sobre la productividad agrícola. Algunos ejemplos de géneros de estas 
rizobacterias que muestran un potencial en la promoción de crecimiento vegetal 
incluyen Azotobacter, Azospirillum, Pseudomonas, Acetobacter, Burkholderia, 
Bacillus, Paenibacillus, Enterobacter y Rhizobium, entre otros. (Shankar, 2013; 
Velusamy et al., 2013; Niranjan et al., 2005). 
Las bacterias del genero Bacillus son las especies más comunes de RPCV. Estas 
han sido sugeridas como RPCV porque promueven el crecimiento facilitando la 















absorción de nutrientes a través de las raíces (por medio de la solubilización) 
(Chatli et al., 2008), por la producción de sustancias promotoras de crecimiento 
como las fitohormonas, entre ellas el ácido indol acético (Zhao et al., 2010; 
Vessey, 2003) y por su capacidad de controlar algunos hongos patógenos en la 
filósfera y  rizósfera (Ceballos et al., 2012; Larrea, 2001). 
Diversos parámetros son tenidos en cuenta para evaluar la expresión de la 
capacidad promotora de crecimiento en plantas inoculadas en condiciones de 
laboratorio, invernadero y campo. Estos parámetros incluyen el incremento de la 
elongación del tallo y la raíz, el estado nutricional de las plantas tratadas y la 
ganancia de materia seca (López et al. 2009; Tilak y Srinivasa, 2006; Yanni et al., 
2001). 
2.2.1. Fijación biológica de nitrógeno (FBN) 
Este es un proceso que se presenta en organismos de origen procariota 
(Rosenblueth et al., 2004) incluyendo varias especies de bacterias diazotróficas 
(fijadoras de nitrógeno) asociadas a la rizosfera. Constituye uno de los principales 
mecanismos por los cuales las plantas establecen relaciones simbióticas o de 
asociación con los microorganismos (Franco, 2008) y constituye uno de los 
procesos metabólicos de vital importancia a través del cual se mantiene la vida en 
la biosfera (Tejera et al., 2011).  
El nitrógeno es un elemento que hace parte de la composición de ciertas 
biomoléculas como las proteínas, los ácidos nucleicos y otros componentes 
celulares, siendo así un elemento esencial para el crecimiento de todos los 
organismos (Flores et al. 2009)  
La FBN provee una fuente importante de nitrógeno para las plantas, ya que, como 
consecuencia de este proceso, el nitrógeno atmosférico (N2) es reducido y 
transformado (gracias a la enzima nitrogenasa) en iones amonio (NH4
+) o nitrato 
(NO3




2.2.2. Síntesis de reguladores de crecimiento vegetal 
Los reguladores de crecimiento vegetal constituyen un grupo de sustancias con 
actividad biológica que actúan sobre determinadas partes de las plantas causando 
un efecto de crecimiento o de diferenciación (Tejera et al., 2011). Dentro de estas 
fitohormonas se destacan las auxinas, citoquininas y giberelinas (Jordán y 
Casaretto, 2006).  
Las citoquininas son un grupo de hormonas producidas tanto por plantas como por 
microrganismos (Cassán et al., 2008)  que regulan la división celular, promueven 
la formación y crecimiento de brotes laterales, promueven la movilización de 
nutrientes hacia las hojas y la germinación de semillas, la formación de pelos 
radicales y la elongación de la raíz (Cassán et al., 2008).   
Las giberelinas por su parte constituyen en amplio grupo de compuestos naturales 
que regulan diversos procesos de crecimiento y desarrollo de las plantas, tales 
como la germinación, el alargamiento caulinar, la floración y la fructificación 
(Jordán y Casaretto, 2006). 
Por último, encontramos la síntesis microbiana de reguladores de crecimiento tipo 
auxinas que constituyen el grupo más conocido y estudiado. Se tratan de ácidos 
débiles derivados del indol catalogados como los mayores reguladores de 
crecimiento vegetal por su capacidad para inducir la elongación y diferenciación 
celular, estimular la germinación de semillas y la formación de raíces adventicias 
proporcionando un mayor acceso a los nutrientes del suelo (Venner y Martin, 
2009). Además, algunas auxinas de rizobacterias se han identificado como 
moléculas efectoras en las interacciones rizobacteria-planta (Spaepen y 
Vanderleyden, 2011).  
Dentro del grupo de las auxinas se destaca el ácido indol acético (AIA), que ejerce 
un efecto estimulador de crecimiento especialmente marcado en el estado de 
plántulas (Lugtenberg y Kamilova, 2009). Se ha reportado que cerca del 80% de 
los microorganismos aislados de la rizosfera de varios cultivos poseen la habilidad 
de sintetizar y liberar auxinas como metabolitos secundarios (Patten y Glick, 
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1996). Entre los más estudiados encontramos los géneros Pseudomonas (Suzuki 
et al., 2003) y Bacillus (Shao et al., 2015) capaces de producir hasta 591μg.mL-1 
(Bharucha et al., 2013) y 92μg.mL-1 de AIA (Ali et al., 2009) respectivamente. 
Incluso existen reportes de bacterias con la capacidad de producir AIA y solubilizar 
fosfatos (Hussein y Joo, 2015) lo que puede potenciar su actividad promotora de 
crecimiento. 
La biosíntesis de AIA es regulada por el aminoácido triptófano, identificado como 
su principal precursor, y juega un papel en la modulación de los niveles de 
producción del mismo (Zaidi et al., 2009; Ali et al., 2009). Se ha confirmado que la 
suplementación de medios de cultivo con triptófano incrementa la producción de 
AIA en la mayoría de las rizobacterias (Spaepen y Vanderleyden, 2011; Idris et al., 
2007). Sin embargo, estudios demuestran que la regulación del crecimiento 
vegetal ocurre a bajas concentraciones (Radmann et al. 2002) mientras que a 
concentraciones muy altas se suprime la elongación radicular (Barazani y 
Friedman, 1999). 
2.2.3. Solubilización de fosfatos  
El fósforo, al igual que el nitrógeno, constituye un nutriente esencial para el 
desarrollo y crecimiento de las plantas. Su principal función a nivel fisiológico 
consiste en intervenir en procesos de acumulación y liberación de energía durante 
el metabolismo celular (Bobadilla y Rincón, 2008; Coyne, 2000). 
El fósforo existe en el suelo en forma orgánica e inorgánica, siendo esta ultima la 
forma que puede ser asimilada por las plantas siempre y cuando se encuentren en 
estado soluble (Figura 5) y a pesar que el suelo constituye un gran reservorio de 
fósforo, solo una pequeña fracción está disponible para las plantas (Fernández et 
al. 2005). Khan et al., 2006, mencionan que la mayoría de los nutrientes en el 
suelo están presentes en concentraciones milimolares mientras que el fósforo por 





Figura 5 . Diagrama esquemático de la movilización e inmovilización de fósforo en el suelo 
por microorganismos (Khan et al., 2009).  
 
Se presume que la disponibilidad de fósforo para la superficie radicular está 
influenciada por las mismas raíces y por procesos microbianos. En este sentido se 
destaca la actividad microbiana asociada con la solubilización de los fosfatos no 
disponibles para la planta, los cuales se encuentran bajo formas orgánicas e 
inorgánicas. La habilidad para solubilizar los fosfatos se encuentra presentes en 
un número importante de microorganismos como bacterias, levaduras, 
actinomicetos y hongos de vida libre que han sido relacionados con el incremento 
en la disponibilidad de fósforo en el suelo (Khan et al., 2010; Zaidi et al., 2009; 
Khan et al., 2007).  
Entre los géneros bacterianos más estudiados por su capacidad para solubilizar 
fosfatos se encuentran organismos no simbióticos como Pseudomonas y Bacillus, 
así como también especies de Rhizobium y varios hongos como Aspergillus y 
Penicillium (Shahid et al. 2012; Khan et al., 2009), observándose una cantidad 
considerablemente mayor en la rizósfera, en comparación con el suelo no 
rizosférico (Rodríguez y Fraga, 1999). 
En la mayoría de las bacterias, se ha demostrado que la capacidad de 
solubilización del fósforo inorgánico está estrechamente relacionada con la 
producción de ácidos orgánicos, los cuales pueden solubilizar fosfatos a través de 
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la liberación de protones y su habilidad para quelar iones Ca2+, Fe3+ y Al3+ 
(Chuang et al., 2007). Estas bacterias han sido aplicadas en prácticas 
agronómicas como potenciales bioinoculantes para incrementar la productividad 
(Kumar et al., 2011). 
Sin embargo, también existen microorganismos capaces de mineralizar y 
solubilizar fósforo orgánico a través de la secreción de enzimas como fosfatasas y 
fitasas. Estas últimas cobran gran importancia ya que degradan el fitato o ácido 
fítico, una forma de fósforo orgánico que representa el 35% del fósforo orgánico 
total en los suelos (Mukhametzyanova et al., 2012).  
Algunas plantas producen fitasas que tienen muy baja actividad en las raíces y 
otros órganos vegetales (Greiner y Alminger, 2001; George et al., 2009), sin 
embargo, la ocurrencia de fitasas secretadas por la planta a la rizosfera no ha sido 
muy bien documentada. Esto indica que las plantas no poseen una habilidad 
innata para adquirir el fósforo directamente del fitato del suelo y es ahí donde los 
microorganismos productores de fitasas juegan un posible papel en la 
estimulación del crecimiento vegetal bajo condiciones limitantes de fosfatos (Idriss 
et al., 2002).  
2.2.4. Actividad biocontroladora 
La actividad biocontroladora utilizando microorganismos constituye una alternativa 
eficiente y ecológica que contribuye al desarrollo de una agricultura sostenible, 
gracias a que decrecen los efectos adversos que pudieran generarse con el uso 
de plaguicidas y productos químicos (Reinoso et al., 2006). 
Las RPCV pueden proteger a las plantas de los patógenos a través de 
interacciones directas o antagonistas entre el agente de biocontrol y el patógeno, 
así como a través de la inducción de resistencia (Shankar, 2013). Los principales 
mecanismos biocontroladores incluyen la producción de sideróforos (Wilson et al., 
2006; Dertz, 2006) que capturan el hierro haciéndolo inutilizable por los 
patógenos, la capacidad de sintetizar metabolitos antifúngicos así como 
antibióticos y la producción de enzimas líticas (quitinasas, hidrolasas y proteasas) 
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que suprimen el crecimiento de hongos patógenos (Orberá et al., 2009) y la 
habilidad de competir con los patógenos por nutrientes o nichos específicos sobre 
la raíz. 
Entre los agentes de control biológico más estudiados se encuentran los 
microorganismos pertenecientes a los géneros Agrobacterium, Trichoderma, 
Streptomyces, Pseudomonas y Bacillus (Venner y Martin, 2009; Whipps, 2001). 
Es muy probable que la promoción de crecimiento vegetal resulte de la acción 
combinada de dos o más mecanismos (Yu et al., 2012), incluyendo los 
mencionados previamente, sin embargo, para poder ejercer una función de 
promoción es indispensable que las PGPR colonicen la rizosfera de las plantas 
(Shahid et al., 2015). Uno de los géneros bacterianos más utilizados en este 
sentido es Bacillus, una bacteria competitiva que coloniza la raíz y puede actuar 
como biofertilizante y/o antagonista o implementando ambos mecanismos 
simultáneamente, contribuyendo de esta manera a la productividad de los cultivos 
de forma directa o indirecta (Kumar, 2011). 
2.3. Bacillus spp.: GENERALIDADES  
Desde el punto de vista taxonómico, el género Bacillus se encuentra dentro de la 
familia Bacilliaceae, en el orden Bacillales, clase Bacilli,  phylum Firmicutes y 
dominio Bacteria (De Vos et al., 2009; Garrity et al., 2004). Más recientemente, los 
datos de la secuencias de ADN se han empleado para dividir el género Bacillus en 
diferentes subgrupos filogenéticos que incluyen un total de 142 especies con base 
en las comparaciones de las secuencias del gen 16S del ARNr  (De Vos et al., 
2009). 
Este género está constituido por un grupo de bacterias (en forma de bacilo) 
aerobias y anaerobias facultativas Gram positivas, con presencia de flagelos 
laterales, cuya característica más representativa es la formación de endosporas 
(bacterias aerobias formadoras de endospora, BAFEs), la cual les confiere 
resistencia a condiciones desfavorables en el ambiente como son las altas 
temperaturas, la desecación, la radiación y sustancias químicas (Layton et al., 
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2011; Flores, 2008; Antoun y Prévost, 2006). La endospora presenta la facilidad 
de desplazarse grandes distancias por acción del aire, es por ello que estas 
bacterias son ubicuas en el medio ambiente (Raghavendra y McSpadden, 2005). 
Esta habilidad ofrece una solución biológica a los problemas de formulación 
debido a que facilita su supervivencia durante la producción y periodo de 
almacenamiento, es por ello que son utilizadas como componente activo de 
productos comerciales estables, solos (Krishna et al., 2012) o en consorcio con 
otros microorganismos (Cong et al., 2009). 
Las bacterias del género Bacillus presentan una amplia historia por su importancia 
en la biotecnología a nivel industrial y agrícola (Nelson, 2004). Este género ha sido 
reportado ampliamente como un excelente promotor del crecimiento en las 
plantas, tanto en presencia como en ausencia de patógenos (Park et al., 2013; 
Martínez, 2011).  
Los miembros de este género de bacterias han sido aislados de un gran número 
de especies vegetales silvestres (Gómez-Ramírez, 2013; Orozco y Martínez, 
2009; Reyes et al., 2008) y de interés comercial como la papa (Calvo y Zúñiga, 
2010), maíz, trigo, caña de azúcar, arroz (Gopalakrishnan et al., 2012; Badía et al., 
2011) y algodón (Sheng, 2005), siendo las especies más frecuentemente 
encontradas B. megaterium, B. licheniformis (Çakmakçi et al., 2006), B. subtilis 
(Calvo y Zúñiga, 2010), B. circulans (Ghosh et al., 2003), B. cereus, B. sphaericus 
(Benítez et al., 2007) y B. amyloliquefaciens (Shao et al., 2015). 
Generalmente se realizan aislamientos de estas bacterias a partir de suelo 
rizosférico o no rizosférico del mismo cultivo donde se va a evaluar su potencial 
como promotor de crecimiento (Beneduzi et al., 2008), sin embargo, muchos 
trabajos realizan aislamientos de bacterias de diferentes cultivos para evaluar su 
potencial en un cultivo particular, encontrando igualmente un efecto promotor de 
crecimiento vegetal (Habibi et al., 2014). 
Su actividad promotora de crecimiento vegetal está asociada principalmente a la 
producción de AIA, solubilización de fosfatos y producción de sideróforos, 
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generando incrementos en la porción radicular y aérea de las plantas (Beneduzi et 
al., 2008). Estas bacterias han sido evaluadas en diferentes cultivos como 
remolacha azucarera, cebada (Shain et al., 2004), tomate (Xu et al., 2014; 
Adesemoye et al., 2010), nuez (Yu et al., 2012), trigo (Pishchik et al., 2015; Baig et 
al., 2012), soya (Ramesh et al., 2014), maíz (Ahmad et al., 2015), arroz (Ji et al., 
2014; Krishna et al., 2012; Cong et al., 2009; Beneduzi et al., 2008), entre otros, 
donde han incrementado la productividad gracias a una mayor asimilación de 
nutrientes por parte de las plantas. 
En el cultivo del arroz particularmente, este tipo de bacterias toman gran 
importancia debido a que es un cultivo que demanda gran cantidad de nutrientes 
que normalmente son facilitados a través de la aplicación de fertilizantes. Es por 
ello que algunos trabajos como el de Ji et al. (2014) evalúan el efecto de 
aislamientos de Bacillus caracterizados como solubilizadores de fosfatos, 
productores de AIA e inductores de resistencia sistémica, sobre el desarrollo de 
plántulas de arroz encontrando incrementos significativos en la altura y peso seco 
de las plantas cuando fueron inoculadas. 
2.3.1. Fitasas en Bacillus 
En recientes años, muchas investigaciones se han enfocado en estudiar el rol de 
los microorganismos en la regulación tanto de la  mineralización del fitato como la 
solubilización de fosfatos en el suelo en relación al fósforo disponible para los 
cultivos vegetales (Ramesh et al., 2014). Muchos reportes confirman que algunas 
especies del género Bacillus tienen el potencial de producir fitasas contribuyendo 
de esta manera a generar una mayor disponibilidad de fósforo en el suelo que 
puede ser asimilado por las plantas (Ramesh et al., 2014; Idriss et al., 2002). 
Dichas especies son Bacillus subtilis (Carreon, 2008; Greiner et al., 2007), B. 
amyloliquefaciens (Idriss et al., 2002), B. aryabhattai (Ramesh et al., 2014), B. 
cereus, B. megaterium (Hussin et al., 2007), B. pumilus (Ryu et al., 2005) y B. 
licheniformis (Tye et al., 2002). 
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Las fitasas del genero Bacillus generalmente actúan a un pH entre el rango de 6 a 
8 y una temperatura optima de 45 a 77ºC (Lei et al., 2007). Hacen parte del grupo 
de las fosfatasas alcalinas, son generalmente extracelulares y producen myo-
inositol trifosfato como producto final de la reacción con la molécula de fitato 
(Greiner et al., 2007). 
Un análisis comparativo de la secuencias de los genes que codifican para la fitasa 
en Bacillus mostró una alta homología entre las secuencias provenientes de las 
especies B. subtilis y B. amyloliquefaciens (Figura 6), aunque al comparar las 
secuencias de B. subtilis con el gen que codifica el precursor de la fitasas (PhyL) 
en B. licheniformis (Tye et al., 2002) la homología fue del 73% (Mukhametzyanova 
et al., 2012). Sin embargo, al comparar las secuencias del gen phy de Bacillus con 
las secuencias de genes de fitasas de bacterias gram negativas (Pseudomonas 
spp., Klebsiella spp. y E. coli)  y hongos (Aspergillus spp.) no se revela ninguna 
homología (Mukhametzyanova et al., 2012). 
Figura 6 . Homología de genes de la fitasa en Bacillus. (Mukhametzyanova et al., 2012) 
La introducción de bacterias productoras de fitasas en la rizósfera puede mejorar 
la utilización de fósforo asociado al fitato del suelo indicando el rol de estas 
enzimas en la nutrición vegetal (Richardson et al., 2005). El funcionamiento activo 
de las fitasas bacterianas en la rizósfera previene la formación de fitatos quelados, 
los cuales se encuentran unidos a metales y elementos traza por lo cual no están 
disponibles para las plantas. Las fitasas de cultivos líquidos de B. 
amyloliquefaciens FZB45 mostraron un incremento en la germinación de semillas 
y el crecimiento de maíz bajo limitaciones de fósforo cuando el fitato está en el 
medio (Idriss et al., 2002). El uso de estos cultivos líquidos o las mismas bacterias 
como biofertilizantes podría ser una alternativa económica y ambientalmente 
23 
 
amigable al uso de fertilizantes fosforados minerales limitando su aplicación 

























3.1. OBJETIVO GENERAL 
Evaluar el efecto de la inoculación de rizobacterias promotoras del crecimiento 
vegetal (PGPRs) sobre el desarrollo de plántulas de arroz (Oryza sativa L.) bajo un 
esquema de biofertilización. 
 
3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
• Caracterizar y seleccionar PGPRs por su capacidad de promoción de 
crecimiento en plántulas de arroz. 
• Determinar la influencia del tamo de arroz previamente biodegradado sobre la 
potencialización de la capacidad promotora de los aislados de PGPR 
seleccionados. 
• Identificar a nivel molecular los mejores aislamientos seleccionados por su 











4.1. AISLAMIENTOS BACTERIANOS 
Los microorganismos evaluados en este trabajo corresponden a aislamientos  
obtenidos de suelo rizosférico de diversas especies vegetales: 20 aislamientos 
obtenidos de la rizósfera de arroz (Oryza sativa) seleccionados por su actividad 
enzimática in vitro; 22 aislamientos de la rizósfera de maíz (Zea mays) y ocho de 
la rizósfera de iraca (Carludovica palmata) seleccionadas por su actividad 
solubilizadora de fosfato de calcio y aluminio, producción de compuestos indólicos 
y por su capacidad de promoción de crecimiento temprano en plantas de maíz 
(Zea mays) y un aislamiento obtenido de la rizosfera de papa, seleccionado por su 
actividad promotora de crecimiento en plantas de papa y su actividad 
biocontroladora contra Rhizoctonia solani; todos los anteriores aislamientos 
pertenecen al grupo de bacterias aerobias formadoras de endospora (BAFEs). 
También se evaluaron otras cepas aisladas de la rizósfera de arroz pertenecientes 
a los géneros Bacillus, Acinetobacter, Rhizobium y Enterobacter. Todos estos 
aislamientos hacen parte de la colección de cepas del grupo de Microbiología 
Agrícola del Instituto de Biotecnología de la Universidad Nacional de Colombia 
(Tabla 2). Merece mencionar que los aislamientos provenientes de la rizosfera de 
iraca y maíz fueron proporcionados por el Dr. Camilo Ramírez del Instituto de 
Biología de la Universidad de Antioquia, en el marco de un proyecto desarrollado 
en conjunto por ambos equipos de investigación. 
Tabla 2 . Listado de aislamientos evaluados en el presente trabajo y su respectivo lugar de 
aislamiento. 
AISLAMIENTO  ORIGEN AISLAMIENTO  ORIGEN 
IA1C6 Rizosfera de iraca MApC2 Rizosfera de maíz 
IA1C8 Rizosfera de iraca MM6C9 Rizosfera de maíz 
IA1C9 Rizosfera de iraca 1A-08 Rizosfera de arroz 
IA3C8 Rizosfera de iraca 1A-10 Rizosfera de arroz 
IM6C7 Rizosfera de iraca 2A-03 Rizosfera de arroz 
IM6C8 Rizosfera de iraca 2A-05 Rizosfera de arroz 
IGC4 Rizosfera de iraca 4A-07 Rizosfera de arroz 
IT2C6 Rizosfera de iraca 5A-06 Rizosfera de arroz 
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MA1C4 Rizosfera de maíz 7A-06 Rizosfera de arroz 
MA1C8 Rizosfera de maíz 8A-05 Rizosfera de arroz 
MA1C9 Rizosfera de maíz 9A-05 Rizosfera de arroz 
MA1C11 Rizosfera de maíz 9A-06 Rizosfera de arroz 
MA1C16 Rizosfera de maíz 10A-04 Rizosfera de arroz 
MA3C3 Rizosfera de maíz 11A-10 Rizosfera de arroz 
MA3C5 Rizosfera de maíz 12A-04 Rizosfera de arroz 
MA3C7 Rizosfera de maíz 13A-06 Rizosfera de arroz 
MA3C8 Rizosfera de maíz 13A-07 Rizosfera de arroz 
MGC2 Rizosfera de maíz 15A-03 Rizosfera de arroz 
MGC9 Rizosfera de maíz 15A-04 Rizosfera de arroz 
MGC11 Rizosfera de maíz 15A-09 Rizosfera de arroz 
MM4C1 Rizosfera de maíz 16A-08 Rizosfera de arroz 
MM4C3 Rizosfera de maíz 16A-09 Rizosfera de arroz 
MM4C6 Rizosfera de maíz F.4.6 Rizosfera de arroz 
MM4C8 Rizosfera de maíz F.6.2 Rizosfera de arroz 
MT1C3 Rizosfera de maíz F.7.11 Rizosfera de arroz 
MT1C6 Rizosfera de maíz E.3.2 Rizosfera de arroz 
MT1C8 Rizosfera de maíz 223.C8 Rizosfera de arroz 
MT2C3 Rizosfera de maíz 4P-03 Rizosfera de papa 
 
4.2. PREPARACIÓN DE SUSPENSIONES BACTERIANAS CONCENTRADAS 
Los aislamientos de BAFEs fueron reactivados de -20ºC en agar tripticasa soya 
(Tryptic Soy Agar - Soybean-Casein Digest Agar Medium ®Difco) (TSA) y dejados 
en crecimiento por 48 horas a 28ºC. Una colonia de cada cultivo fue suspendida 
en 1mL de agua destilada estéril (ADE) y 100µL de esta suspensión se sembraron 
en superficie sobre medio sólido para estimular la esporulación sugerido por 
Abarca et al., 1992, con algunas modificaciones (Anexo A); los cultivos de cada 
microorganismo fueron incubados por 10 días a 28ºC. Pasado el periodo de 
incubación, se estimó el porcentaje de esporulación a través de observación 
microscópica y toda la biomasa fue suspendida en 20mL de ADE, calentada a 
80ºC por 10 minutos y almacenada en frascos ámbar de 50mL (Figura 7). De esta 
suspensión concentrada, se tomaron 100µL y se prepararon diluciones seriadas 
1:10 hasta 10-7. Posteriormente, se sembraron micro gotas de 20µL de las últimas 
cuatro diluciones (10-4 a 10-7) en cajas con agar nutritivo (®OXOID) realizando 4 
réplicas por cada dilución, evaluando la concentración por duplicado. Las cajas 
sembradas se incubaron por 24 horas para luego hacer el conteo de unidades 
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formadoras de colonias (UFC) (Figura 7). En cuanto a los aislamientos de 
bacterias no formadoras de endospora, se tomaron muestras de las bacterias 
crecidas en medio LB (10g.L-1 de NaCl, 5g.L-1 de extracto de levadura y 10g.L-1 de 
triptona) y se suspendieron en solución salina a 0,85%p/v, ajustando el inóculo a 
una densidad óptica (O.D) de 0,2 a 541nm en un espectrofotómetro (Thermo 






Figura 7 . Almacenamiento de suspensiones de endosporas bacterianas (a) y estimación de 
concentración celular de cada suspensión por medio de siembra de microgotas en placa (b). 
 
4.3. PREGERMINACIÓN DE SEMILLAS DE ARROZ  
Se realizó un proceso de desinfección superficial de semillas con base en la 
metodología utilizada por García y coautores (2008) y Gómez-Ramírez (2013) con 
algunas modificaciones. Las semillas de arroz (variedad FEDEARROZ F733) 
fueron lavadas en 100mL de agua destilada con jabón líquido, con el fin de retirar 
el fungicida adherido a su superficie. Posteriormente, las semillas fueron 
enjuagadas en 100mL de ADE, agitando vigorosamente; este procedimiento se 
repitió 3 veces. Luego, las semillas se sumergieron en 100mL de etanol al 70%v/v 
durante 5 minutos con agitación constante. Nuevamente, se lavaron 3 veces con 
ADE y se depositaron en 100mL de hipoclorito al 2%v/v durante 6 minutos con 
agitación constante. Transcurrido este tiempo, las semillas fueron lavadas tres 
veces con ADE y transferidas a cajas Petri con agar agua donde se dejaron por 








Figura 8 . Germinación de semillas de arroz variedad FEDEARROZ 733 en cajas Petri con agar 
agua 1%p/v. 
 
4.4. INOCULACIÓN Y SIEMBRA DE SEMILLAS  
Se evaluó la capacidad de todos los aislamientos para promover el crecimiento 
temprano en plantas de arroz (Oryza sativa), variedad Fedearroz F733. 
Brevemente, las semillas de arroz (previamente germinadas) fueron embebidas en 
suspensiones bacterianas ajustadas a una concentración final de 5x107 
endosporas.mL-1 por una hora con agitación cada 10 minutos (Figura 9). Una vez 
inoculadas, las semillas se sembraron en un sustrato inerte (dos semillas por 
bolsa), constituido por arena y gravilla (1:1) (±1 kilo), y finalmente se adicionaron 
0,5mL de cada suspensión bacteriana en cada sitio de siembra. Posteriormente, 
las plántulas se dejaron en crecimiento por un periodo de 30 días a una 
temperatura de 28±5ºC, con un fotoperiodo de 12 horas y una intensidad lumínica 
de 7000±2000 lumens.m2. Durante el periodo de crecimiento se adicionaron 25mL 
de solución nutritiva de Hoagland al 20% sin fósforo directamente en el sustrato 
los días 7 y 20 después de la siembra, y también se adicionó 260mg de roca 
fosfórica por recipiente el día 10 en la base de las plántulas. Una vez transcurrido 
el tiempo de crecimiento, las plántulas fueron retiradas cuidadosamente del 
sustrato y evaluadas en términos de longitud y peso seco del vástago y raíz 
(proceso de secado en horno a 60ºC por 5 días). Cada tratamiento se realizó 
empleando tres réplicas experimentales y tres réplicas muéstrales por replica 
experimental, para un total de nueve unidades experimentales por tratamiento. 
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También se empleó un tratamiento control sin inoculación bacteriana como testigo 






Figura 9.  Inoculación de semillas de arroz con una suspensión bacteriana ajustada a una 
concentración de 5x107 endosporas.mL-1 (a), siembra de semillas en sustrato inerte (b) y medición 
de variables respuesta después de 30 días de crecimiento (c). 
 
4.5. SOLUBILIZACIÓN DE FOSFATOS in vitro 
Se cuantificó la capacidad de solublización de fosfato tricálcico in vitro y se midió 
la mineralización de ácido fítico por parte de los aislamientos. Para la 
solubilización de fosfato de calcio se realizó una evaluación cuantitativa en medio 
líquido NBRIP (siguiendo la prueba analítica del Spectroquant® Fósforo de Merck 
(Lara et al. 2013; Moratto et al. 2005). El método consistió en suplementar el 
medio con la fuente de fosfato inorgánico (fosfato tricálcico) a una concentración 
de 0,5%p/v. Posteriormente, el medio fue inoculado con 150μL de la suspensión 
bacteriana, ajustada a una concentración de 1x107 endosporas.mL-1. Luego de 5 
días de incubación a 150 rpm y 28±2 °C, se cuantificó la actividad solubilizadora a 
través de la concentración del ácido molibdovanadato fosfórico, un complejo 
amarillo formado por la reacción del molibdovanadato (presente en el reactivo 
Spectroquant® Fósforo de Merck), con los iones de ortofosfato que se encuentran 
libres en la muestra. La detección del complejo se llevó a cabo por colorimetría a 
una longitud de onda de 405nm en un lector de microplacas. 
Para cada uno de los aislamientos evaluados se usaron tres réplicas 
experimentales, como control positivo la cepa Pseudomonas fluorescens IBUN 
a) b) c) 
30 
 
095 (Lara, 2007) y un control negativo sin inoculación microbiana, pero manejado 
bajo las mismas condiciones experimentales. 
En cuanto a la solubilización de ácido fítico, se realizó una evaluación cualitativa 
en medio sólido NBRIP suplementado con ácido fítico como fuente de fósforo 
orgánico, a una concentración de 1%p/v. El pH del medio fue  ajustado a 7. 10µL 
de una suspensión de cada una de las cepas ajustadas a una concentración de 
107 endosporas.mL-1 fueron inoculados sobre la superficie del medio empleando 4 
réplicas por cada tratamiento y utilizando como control positivo la cepa P. 
fluorescens IBUN 095. Luego de 5 días de incubación a 28ºC, se realizaron 
observaciones del crecimiento de colonias y producción de halo (Figura 10) con el 
fin de estimar la eficiencia de mineralización (EM) a través de la siguiente formula: 







Figura 10 . Eficiencia de mineralización en medio sólido NBRIP suplementado con ácido fítico 
1%p/v como fuente de fósforo orgánico. 
 
4.6. LIBERACIÓN DE FÓSFORO A PARTIR DE RESIDUO VEGETAL 
Los tratamientos con mejores resultados en promoción de crecimiento vegetal en 
plántulas de arroz y con actividad solubilizadora o mineralizadora de fosforo fueron 
seleccionados para evaluar su efecto en la liberación de fósforo a partir de tamo 
de arroz como única fuente de fosforo orgánico. Para ello, se realizó una 
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evaluación cuantitativa en medio líquido de sales basales y elementos traza, 
siguiendo la prueba analítica del Spectroquant® Fósforo de Merck.  
El método consistió en suplementar 27mL del medio con un gramo de tamo 
fragmentado en porciones de  ̴ 2cm. Éste medio fue esterilizado y posteriormente 
inoculado con 3mL de una suspensión de las cepas seleccionadas ajustada a 
1x107 endosporas.mL-1 (Figura 11). Las unidades experimentales fueron agitadas 
en una incubadora con agitación orbital a 150 rpm con una temperatura de 28±2 
°C por 20 días. Se cuantificó el fósforo soluble los días 0, 3, 12 y 20 de la 
fermentación siguiendo la prueba analítica del Spectroquant® Fósforo de Merck 
descrita previamente. Se emplearon tres replicas por tratamiento y se usó como 
control positivo la cepa P. fluorescens IBUN 095 y como control negativo un 
tratamiento sin inoculación bacteriana tratado bajo las mismas condiciones 
experimentales. 
 
Figura 11.  Montaje experimental de degradación del tamo de arroz in vitro utilizando los 
microorganismos con mayor potencial promotor de crecimiento vegetal, solubilizador de fosfatos o 
mineralizador de fitato in vitro. El fósforo soluble en el medio se estimó siguiendo la prueba 
analítica del Spectroquant® Fósforo de Merck. 
 
4.7. PROMOCIÓN DE CRECIMIENTO VEGETAL BAJO EL ESTÍMULO 
SUELO-TAMO 
Los tres mejores aislamientos de acuerdo a las pruebas anteriores, fueron 
seleccionados con el objeto de evaluar su capacidad de promoción ante el 
estímulo tamo de arroz en proceso de biodegradación. Para este propósito se 
emplearon semillas de arroz variedad Fedearroz F733, las cuales fueron 
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inoculadas con los microorganismos promotores de crecimiento de arroz  
ajustados a una concentración de 5x107 endosporas.mL-1. Dichas semillas fueron 
sembradas en un suelo (Anexo B) previamente acondicionado con gravilla y un 
acondicionador comercial (70:25:5), con 10g de tamo de arroz incorporado; éste 
tamo fue previamente fertilizado con urea como fuente de nitrógeno utilizando una 
dosis de 150kg.ha-1 e incubado en oscuridad en la superficie del suelo durante un 
periodo de 20 días. El ensayo se realizó bajo condiciones de invernadero, a una 
temperatura de 28±5ºC con una humedad ambiental relativa del 40%. Se efectuó 
una fertilización del suelo usando una solución nutritiva de Hoagland al 20% 
modificada (Anexo C), sin N ni P, y un riego del suelo cada dos días 
manteniéndolo a capacidad de campo. Las variables respuesta evaluadas fueron 
variables agronómicas de longitud y peso seco de vástago y de raíz de las 
plántulas (Figura 12), fósforo soluble en el suelo por el método de Arnold y Kurtz 
(Paneque et al., 2010) y biomasa microbiana de fósforo por el método de 
fumigación-extracción (Ramesh et al., 2014), medidas a los 40 días después de la 
siembra. Se utilizó un control con tamo degradado en la superficie del suelo e 
incorporado después de 20 días pero sin aplicación de PGPR sobre la semilla y un 
control sin tamo incorporado y sin aplicación de PGPR con aplicación de urea 







Figura 12 . Montaje experimental de promoción de crecimiento en suelo-tamo incorporado. 
Aplicación de urea sobre el tamo (a), degradación del tamo en la superficie del suelo por un 
periodo de 20 días (b), incorporación del tamo en el suelo (c), siembra de semillas inoculadas con 
las PGPRs seleccionadas (d), crecimiento de las plantas durante 40 días (e)  y medición de 
variables respuesta (f).    
 
4.8. IDENTIFICACIÓN MOLECULAR 
Se realizó una identificación molecular de los mejores aislamientos en cuanto a 
promoción de crecimiento vegetal, mediante la amplificación y secuenciación del 
gen que codifica para la subunidad 16S del ARNr. Para tal fin se realizó una 
extracción y purificación del ADN genómico bacteriano a partir de cultivos crecidos 
en caldo LB a 28ºC, 150rpm por 12 horas. El gen 16S ARNr fue amplificado por la 
técnica de Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) 
usando cebadores (primers) universales bacterianos 27F y 1492R, siguiendo la 
metodología sugerida por Badía et al. (2011) con algunas modificaciones. El 
volumen final de la mezcla de reacción fue de 50µL, usando una concentración 
final de dNTP’s de 0,2mM, 0,4µM de cada uno de los primers y 1U.µL-1 de enzima 
Biolase DNA Pol. Las condiciones de la PCR consistieron en una 
desnaturalización inicial a 94ºC por 2 minutos seguido por 30 ciclos a 94ºC por 45 
segundos, 55ºC por 1 minuto y 72ºC por 3 minutos y un ciclo de elongación final 
de 72ºC por 15 minutos. Los productos de PCR obtenidos (aproximadamente 1500 




pares de bases (pb)) fueron purificados utilizando el kit Promega Wizard® PCR 
Clean-Up System y secuenciados en el Servicio de Secuenciación y Análisis 
Molecular (SSiGMol) del Instituto de Genética, Universidad Nacional de Colombia 
(Bogotá D.C, Colombia). Una vez obtenidas las secuencias, para la identificación 
taxonómica de las cepas se utilizó el algoritmo de alineamientos locales BLAST de 
la base de datos del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) para seleccionar las 
secuencias homologas más cercanas. 
4.9. ANÁLISIS DE LOS DATOS  
Todos los datos fueron almacenados en una matriz de datos en Microsoft Office 
Excel 2010 y posteriormente analizados con el paquete estadístico SAS 9.1.3. Se 
utilizó el supuesto estadístico de Shapiro-Wilk para mirar normalidad de los datos, 
análisis de varianza (ANOVA) y comparación de medias de tratamientos con la 














5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
5.1. PROMOCIÓN DE CRECIMIENTO VEGETAL EN SUSTRATO INERTE 
Uno de los principales criterios para la selección de microorganismos promotores 
de crecimiento vegetal fue su actividad en condiciones de invernadero en un 
sistema inerte de arena y gravilla bajo condiciones ambientales y nutricionales 
controladas. Se tuvieron en cuenta variables asociados al desarrollo vegetal como 
fueron longitud y biomasa de vástago y raíz, las cuales constituyen las variables 
más dicientes a la hora de evaluar la expresión de la capacidad promotora de 
crecimiento en plantas inoculadas bajo condiciones de invernadero ya que reflejan 
una mayor asimilación de nutrientes (Shao et al., 2015; Qiu et al., 2014; Ji et al., 
2014; López et al. 2009). 
Cabe anotar que debido a las diferencias en crecimiento de las plántulas entre 
sesiones de siembra, no se realizó una comparación entre todos los tratamientos 
evaluados sino entre los tratamientos de cada sesión de siembra, incluyendo sus 
respectivos controles sin inoculación bacteriana (ADE+P). Estas diferencias en el 
crecimiento de las plántulas entre sesiones de siembra muy probablemente están 
dadas por variaciones en la intensidad lumínica entre los periodos de siembra en 
el invernadero dado que se utilizó el mismo lote de semillas en todos los ensayos. 
En este sentido, en la primera sesión de siembra (Figura 13), en términos de 
longitud, sobresalió el aislamiento IBUN-15A09 incrementando los valores de 
vástago y raíz en un 23 y 7% respectivamente con respecto al control sin 
inoculación bacteriana, aunque sin diferencias estadísticamente significativas 
(p>0,05 Test Duncan). En esta misma variable cabe destacar también el 
aislamiento IBUN-1A08 quien incrementó en un 42% la longitud de raíz con 
respecto al tratamiento control con diferencias estadísticas (p<0,05 Test Duncan), 
seguido de los tratamientos IBUN-2A03 e IBUN-5A06 con un incremento en la 
misma variable del 39 y 33% respectivamente. En términos de peso seco, el 
aislamiento IBUN-15A04 generó los valores más altos en tallo y raíz, superando al 
tratamiento control en un 51 y 40% respectivamente, con diferencias estadísticas 
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para el primer caso (p<0,05 Test Duncan). El tratamiento IBUN-10A04 generó el 
segundo mayor incremento en términos de peso seco de tallo, superando al 
tratamiento control en un 37% sin diferencias estadísticamente significativas, 
mientras que el aislamiento IBUN-15A09 incrementó el peso seco de la raíz en un 
30% respecto al tratamiento control (p>0,05). 
En la segunda sesión de siembra (Figura 14), el aislamiento IBUN-IA3C8 se 
destacó por generar el mayor incremento en la longitud del tallo de las plantas 
superando al tratamiento control en un 14% seguido del aislamiento IBUN-IGC4 
con un 13% (p>0,05 Test Duncan).    
Figura 13.  Longitud y peso seco de plantas tratadas con los diferentes aislamientos, después de 
30 días de crecimiento. ADE+P: Control negativo sin inoculación bacteriana. Los datos 
corresponden a la media de tres unidades experimentales por tratamiento, cada una con tres 
unidades muestreales. Letras distintas indican diferencias significativas con la prueba de 
comparación múltiple de Duncan (α=0,05). 
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En cuanto a longitud de raíz, el aislamiento IBUN-IT2C6 se destacó generando un 
incremento del 94%, seguido de los tratamientos IBUN-IGC4 e IBUN-IA3C8 con 
incrementos significativos del 90 y 80% respectivamente con respecto al control no 
inoculado (p<0,05 Test Duncan). En términos de peso seco, el aislamiento IBUN-
IGC4 incrementó el peso seco del tallo de las plantas con respecto al tratamiento 
control en un 54%, seguido del tratamiento IBUN-IA3C8 con un 51% (p>0,05 Test 
Duncan). 
Figura 14.  Longitud y peso seco de plantas tratadas con los diferentes aislamientos, después de 
30 días de crecimiento. ADE+P: Control negativo sin inoculación bacteriana. Los datos 
corresponden a la media de tres unidades experimentales por tratamiento, cada una con tres 
unidades muestreales. Letras distintas indican diferencias significativas con la prueba de 
comparación múltiple de Duncan (α=0,05). 
En la tercera siembra, no hubo diferencias significativas entre los diferentes 
tratamientos y el control negativo en todas las variables respuesta, sin embargo, 
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destacamos el tratamiento IBUN-MGC2 quien incrementó la longitud y el peso 
seco de la raíz de las plántulas superando al tratamiento control en un 5 y 16% 
respectivamente (Figura 15). 
Figura 15.  Longitud y peso seco de plantas tratadas con los diferentes aislamientos, después de 
30 días de crecimiento. ADE+P: Control negativo sin inoculación bacteriana. Los datos 
corresponden a la media de tres unidades experimentales por tratamiento, cada una con tres 
unidades muestreales. Letras distintas indican diferencias significativas con la prueba de 
comparación múltiple de Duncan (α=0,05). 
 
En el cuarto set de siembra (Figura 16), se destaca el tratamiento IBUN-MGC11, 
quien incrementó significativamente todas las variables agronómicas evaluadas 
(p<0,05 Test Duncan) con respecto al tratamiento control. Estos incrementos 
fueron del 20 y 33% para longitud de tallo y raíz respectivamente y 51 y 87% para 
peso seco de tallo y raíz respectivamente. El tratamiento IBUN-MM4C3 generó 
incrementos del 16, 25, 44 y 95% para las variables longitud de tallo y raíz y peso 
seco de tallo y raíz, respectivamente, con diferencias estadísticamente 
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significativas para la última variable. Por último se resalta el tratamiento IBUN-
MT1C3 quien incrementó de manera significativa (p<0,05 Test Duncan) el peso de 
la raíz en un 94% con respecto al control. 
Figura 16.  Longitud y peso seco de plantas tratadas con los diferentes aislamientos, después de 
30 días de crecimiento. ADE+P: Control negativo sin inoculación bacteriana. Los datos 
corresponden a la media de tres unidades experimentales por tratamiento, cada una con tres 
unidades muestreales. Letras distintas indican diferencias significativas con la prueba de 
comparación múltiple de Duncan (α=0,05). 
 
En la quinta y última siembra (Figura 17), se destacaron los aislamientos IBUN-
F.711, IBUN-4P-03 e IBUN-F.46 quienes incrementaron todas las variables 
evaluadas con respecto al tratamiento control, algunas con diferencias 
significativas. De igual forma, se resalta el tratamiento IBUN-MA1C8 generando el 
incremento más alto en término de longitud de raíz, superando al tratamiento 
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Figura 17.  Longitud y peso seco de plantas tratadas con los diferentes aislamientos, después de 
30 días de crecimiento. ADE+P: Control negativo sin inoculación bacteriana. Los datos 
corresponden a la media de tres unidades experimentales por tratamiento, cada una con tres 
unidades muestreales. Letras distintas indican diferencias significativas con la prueba de 
comparación múltiple de Duncan (α=0,05). 
 
Un total de 17 aislamientos sobresalieron en la actividad de promoción de 
crecimiento vegetal en plántulas de arroz bajo condiciones de invernadero. Diez 
de estos aislamientos presentaron diferencias estadísticamente significativas en 
comparación con el control no inoculado. Para corroborar dicha actividad, todos 
estos aislamientos fueron nuevamente evaluados bajo las mismas condiciones 
experimentales, destacándose cinco aislamientos con una actividad consistente 
(Figura 18): IBUN-4P03, IBUN-5A06, IBUN-15A09, IBUN-MM4C3 e IBUN-IGC4, 
los cuales incrementaron significativamente algunas de las variables agronómicas 
con respecto al tratamiento control sin inoculación bacteriana. 




































































Figura 18.  Longitud y peso seco de plantas tratadas con los diferentes aislamientos, después de 
30 días de crecimiento. ADE+P: Control negativo sin inoculación bacteriana. Los datos 
corresponden a la media de tres unidades experimentales por tratamiento, cada una con tres 
unidades muestreales. Letras distintas indican diferencias significativas con la prueba de 
comparación múltiple de Duncan (α=0,05). 
 
Algunos trabajos como el de Ji et al. (2014) resaltan el potencial promotor de 
crecimiento vegetal de diferentes géneros bacterianos, incluyendo Bacillus, en 
plantas de arroz bajo condiciones de invernadero después de un mes de 
crecimiento, encontrando incrementos entre el 27 y 50% las variables respuesta 
de longitud y peso seco de vástago y raíz de las plántulas inoculadas con las 
cepas respecto al control sin inoculación bacteriana. 
De los cinco aislamientos sobresalientes, dos fueron obtenidos de la rizosfera de 
cultivos de arroz mientras que los demás provienen de la rizósfera de otros 
A 
A 
A AB AB 
AB AB 
AB 





















































































































































































































































































































































PESO VÁSTAGO (mg) PESO RAIZ (mg)
42 
 
cultivos y a pesar de ello mostraron una consistencia en la actividad de promoción 
de crecimiento en plántulas de arroz. Otros trabajos se han enfocado en aislar 
microorganismos de la rizósfera de diferentes cultivos con el fin de evaluar su 
actividad promotora de crecimiento en plántulas de arroz encontrando incrementos 
significativos (Habibi  et al., 2014). Se considera que la rizósfera de diferentes 
plantas es colonizada por diferentes comunidades microbianas de PGPRs que 
difieren genética y fisiológicamente, generando diferencias en su habilidad para 
expresar las actividades asociadas a promoción de crecimiento vegetal (Habibi  et 
al., 2014), lo cual podría explicar los resultados obtenidos. 
En vista de que el sustrato evaluado en este ensayo fue totalmente inerte y se 
controlaron las condiciones nutricionales del mismo utilizando como única fuente 
de fósforo roca fosfórica insoluble, podríamos atribuir la promoción de crecimiento 
vegetal a una actividad de solubilización de fosfatos. Este mecanismo contribuye a 
la liberación de fósforo de fuentes insolubles ayudando a las plantas a obtener 
nutrientes del suelo (Shahid et al., 2015). Algunos estudios han demostrado que 
bacterias del género Bacillus tienen la capacidad de producir ácidos orgánicos en 
el suelo rizosférico incrementando la asimilación de fósforo en plántulas de arroz 
usando fuentes inorgánicas de fósforo insoluble, reflejándose en un aumento en la 
biomasa (Panhwar et al., 2011). Sin embargo, dicha promoción de crecimiento 
también pudo estar mediada por la producción de sustancias reguladoras de 
crecimiento vegetal tipo ácido indol acético.  
La roca fosfórica es una fuente de fósforo muy económica utilizada como materia 
prima en la fabricación de abonos fosfatados. Su extremada baja solubilidad es la 
mayor restricción de su uso directo como una enmienda en el suelo. Sin embargo, 
algunos estudios han demostrado que la utilización de esta fuente de fósforo en 
conjunto con bioinoculantes solubilizadores de fósforo podría ser una estrategia 
útil para mejorar la nutrición en las plantas (Baig et al., 2012; Hamdali et al. 2008). 
La aplicación de fertilizantes fosforados puede ser reducida hasta en un 50% 
usando inóculos bacterianos solubilizadores de fosfatos con roca fosfórica 
(Sundara et al. 2002). La roca fosfórica puede ser solubilizada por ácidos 
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producidos por microorganismos liberando así fósforo que puede ser asimilado por 
las plantas (Gyaneshwar et al. 2002).  
Para que los microorganismos desempeñen un buen papel como promotores de 
crecimiento vegetal es importante una efectiva colonización de la raíz (Kumar et 
al., 2011), es por ello que se realizó un aislamiento de las bacterias inoculadas a 
partir de la rizósfera de las plantas después de los 30 días de crecimiento 
encontrando que dichas bacterias efectivamente colonizan la rizósfera 
encontrándose concentraciones en el orden de 104 UFC.mL-1 (Figura 19). 
Durante el retiro de las plántulas del sustrato arena-gravilla fue evidente la 
presencia de agregados adheridos a las raíces formando estructuras esféricas en 
algunos tratamientos inoculados (Figura 20), principalmente tratamientos 
asociados a promoción de crecimiento vegetal, lo que podría sugerir cierta relación 
entre estos dos aspectos. Los microorganismos pueden mediar la transformación 
de fósforo en agregados de suelos deficientes en éste nutriente liberando fósforo 
de la fracción inorgánica Fe-P, Al-P y Ca-P (Ding et al., 2012). Sin embargo es 
indispensable la realización de más estudios para corroborar dicha hipótesis. 
Debido a los resultados asociados a promoción de crecimiento de varios de los 
aislamientos evaluados, se decidió realizar una caracterización de los mismos 
evaluando su potencial en actividad solubilizadora de fosfato tricálcico in vitro. 
Figura 19 . Aislamiento de microorganismos inoculados en las semillas de arroz a partir de la 
















Figura 20 . Formación de agregados adheridos a las raíces de las plántulas sembradas en arena-
gravilla después de 30 días de crecimiento (a). Raíz de plántulas sin inoculación bacteriana 
(tratamiento control), sin formación de agregados (b). 
 
5.2. SOLUBILIZACIÓN DE FOSFATO TRICALCICO in vitro 
Los aislamientos fueron evaluados en cuanto a su capacidad para solubilizar 
fósforo inorgánico (fosfato tricálcico) en medio líquido NBRIP. Los valores 
obtenidos oscilaron entre 0,418 mg.L-1 de fósforo soluble para el aislamiento 
IBUN-13A06 y 565,970 mg.L-1 de fósforo soluble para el aislamiento IBUN-IA1C8. 
Los aislamientos IBUN-IA1C8, IBUN-MA3C3, IBUN-MT1C3, IBUN-MA3C7, IBUN-
MA3C8 e IBUN-MM4C8 solubilizaron fósforo inorgánico con valores 
estadísticamente superiores al tratamiento control positivo Pseudomonas 
fluorescens IBUN-095 (209,469 mg.L-1 de fósforo soluble) (Figura 21). 
Figura 21.  Solubilización de fosfato tricálcico in vitro en medio liquido NBRIP. ADE: Control 
negativo sin inoculación bacteriana; P. fluorescens IBUN-095: Control positivo. Los datos 
corresponden a la media de tres unidades experimentales por tratamiento. * indica diferencias 
estadísticamente significativas con respecto al control positivo P. fluorescens 095 con el test de 
Dunnet (α=0,05)  
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Las bacterias solubilizadoras de fosfato secretan diferentes tipos de ácidos 
orgánicos y enzimas que actúan sobre formas de fosfato insoluble como Ca3 
(PO4)2 y lo convierten en formas solubles (Lavakush et al., 2014; Shankar, 2013). 
Sin embargo, algunas bacterias solubilizadoras producen aniones carboxílicos que 
tienen una alta afinidad por el calcio lo cual resulta en una mayor solubilización de 
fósforo que sólo la generada por la acidificación (Hayat et al., 2012).  
Diversos estudios han reportado aislamientos cuya capacidad de promoción de 
crecimiento en diferentes cultivos está asociada a la solubilización de fosfato 
tricálcico (Habibi et al., 2014; Srinivasan et al., 2012; Ogut et al., 2010; Naz y 
Bano, 2010). La evaluación de microorganismos en medio NBRIP suplementado 
con fosfato tricálcico ha sido una de las técnicas más utilizadas para el aislamiento 
y selección de solubilizadores de fosfatos (Bashan et al., 2013), sin embargo es 
importante evaluar otras fuentes de fósforo como fosfato de hierro, aluminio y fitato 
con el fin de tener mayores herramientas para hablar de un microorganismo 
solubilizador.  
Los cinco aislamientos destacados en promoción de crecimiento vegetal 
presentaron actividad solubilizadora de fosfato tricálcico in vitro, aunque no fueron 
los más sobresaliente en esta última, lo que sugiere una posible intervención de 
otros mecanismos como la producción de hormonas reguladoras de crecimiento 
vegetal como los compuestos indólicos, o la fijación biológica de nitrógeno, 
teniendo en cuenta algunos reportes donde sugieren que la estimulación de 
crecimiento vegetal por bacilos aerobios formadores de endospora se da a través 
de un efecto simultaneo de diferentes mecanismos (Mehta et al. 2010; Swain y 
Ray, 2009).  
Los aislamientos con mayor actividad solubilizadora in vitro no fueron los que 
generaron mejores resultados en promoción de crecimiento vegetal sugiriendo que 
una mayor liberación de fósforo in vitro no indica que los microorganismos vayan a 
ser igual de eficientes en asociación con la planta bajo condiciones de invernadero 
o campo. Por otra parte, muchos estudios han demostrado que la solubilización de 
fosfatos no siempre está asociada con promoción de crecimiento vegetal. Por 
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ejemplo, Collavino et al. (2010) reportan un total de 518 aislamientos capaces de 
solubilizar fosfato tricálcico in vitro de los cuales sólo uno tuvo la capacidad de 
promover el crecimiento en planta. 
Con el fin de corroborar la presencia de otros mecanismos además de la 
solubilización de fosfatos sobre el desarrollo vegetal en las plántulas de arroz, se 
evaluó la capacidad de los mejores aislamientos para producir ácido indol acético 
(AIA), usando caldo LB suplementado con 0,3mM de L-triptófano, inoculado con 
100µL de una suspensión de cada aislamiento ajustada a una concentración de 
107 UFC e incubado por tres días. Los resultados mostraron que únicamente 8 de 
los 15 aislamientos evaluados producen compuestos indólicos, de éstos los 
aislamientos IBUN-MA1C8, IBUN-MT1C3 e IBUN-MGC2 tienen la mayor tasa de 
producción de AIA con valores de 29, 20 y 9,9 µg de AIA.mL-1 respectivamente, 
mientras que los aislamientos IBUN-MGC11, IBUN-IA3C8, IBUN-MM4C3, IBUN-
IGC4 e IBUN-IT2C6 presentan los valores más bajos de producción de ésta 
hormona por debajo de los 5µg de AIA.mL-1 (Figura 22). 
Figura 22. Cuantificación de la producción de AIA en medio LB después de 3 días de incubación. 
Los datos corresponden a la media de tres unidades experimentales por tratamiento. Letras 
distintas indican diferencias significativas con la prueba de comparación múltiple de Duncan 
(α=0,05). 
Trabajos como el de Ali y coautores (2009) resaltan el potencial de las BAFEs en 
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encontrando aislamientos con la capacidad de producir hasta 47µg de AIA.mL-1 
usando L-triptófano 1M bajo condiciones in vitro.  
El triptófano recobra gran importancia debido a que es un precursor involucrado en 
la síntesis de AIA en bacterias por lo que su adición al medio de cultivo incrementa 
la concentración de AIA en medio líquido (Ali et al., 2009; Patten y Glick, 2002).  
La producción de AIA es un parámetro tenido en cuenta a la hora de evaluar 
promotores de crecimiento vegetal ya que los exudados radicales de las plantas 
pueden ser una fuente de triptófano para los microorganismos rizosféricos 
mejorando la síntesis de auxinas tipo AIA induciendo de esta manera una 
respuesta fisiológica en la planta hospedera (Kamilova et al. 2006). 
5.3. MINERALIZACIÓN/SOLUBILIZACIÓN DE ÁCIDO FÍTICO in vitro 
Todos los aislamientos fueron evaluados en cuanto a su capacidad para 
mineralizar ácido fítico in vitro como única fuente de fósforo. Para éste caso se 
tuvo en cuenta la formación de halos de solubilización como variable respuesta, 
como un indicativo de una posible actividad fitasa. Esta aproximación se evaluó 
con el fin de identificar microorganismos con la posible capacidad de mineralizar 
fósforo orgánico para ser tenidos en cuenta en ensayos posteriores. 
El 64% de los aislamientos evaluados tuvo la capacidad de mineralizar o liberar 
ácido fítico, cinco de ellos con una eficiencia de mineralización (E.M) mayor o igual 
a la del control positivo P. fluorescens IBUN-095, cuya E.M fue de 300%, es decir, 
el tamaño del halo para esta cepa fue de tres veces el diámetro de la colonia. 
Entre los aislamientos destacados tenemos IBUN-F.46, IBUN-MM4C1, IBUN-
1A08, IBUN-1A10 e IBUN-MA1C16 con una eficiencia de mineralización de 476, 




Figura 23.  Solubilización de ácido fítico in vitro en medio sólido NBRIP. ADE: Control negativo sin 
inoculación bacteriana; P. fluorescens 095: Control positivo. Los datos corresponden a la media de 
cuatro unidades experimentales por tratamiento. * indica diferencias estadísticamente significativas 
con respecto al control positivo P. fluorescens 095 con el test de Dunnet (α=0,05) 
Sin embargo, vale la pena resaltar los aislamientos IBUN-5A06, IBUN-15A09, 
IBUN-MM4C3 e IBUN-4P03 promotores de crecimiento vegetal, quienes a pesar 
de no presentar los mayores halos de mineralización, presentaron una eficiencia 
de mineralización de 128, 135, 196 y 200, respectivamente. 
Otros trabajos como el de Gulati et al. (2007) han utilizado medios sólidos a base 
de fitato como fuente de fósforo para realizar una identificación inicial de posibles 
bacterias productoras de fitasas, obteniendo un aislamiento sobresaliente en éste 
sentido perteneciente al género Bacillus. 
Por otra parte, Li et al. (2013) aislaron microorganismos degradadores de fitato 
utilizando medios sólidos y evaluando la eficiencia de mineralización teniendo en 
cuenta el diámetro de las colonias y de los halos, encontrando 17 aislamientos con 
esta capacidad.  
Jorquera et al. (2008)  aislaron varias bacterias mineralizadoras de fitato y 
solubilizadoras de fosfato de calcio (en medio sólido) de la rizosfera de diferentes 
cereales, encontrando que producían altas cantidades de fosfatasas que 
resultaron en una mayor liberación de fósforo con respecto al control. Así mismo, 
Hariprasad y Niranjana ( 2009 ) aislaron bacterias de suelo rizosférico capaces de 
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mostraron una promoción en la longitud y peso seco de tallo y raíz y contenido de 
fósforo en plántulas, así como también un incremento en el fósforo disponible en el 
suelo después de 30 días de crecimiento. 
5.4. LIBERACIÓN DE FÓSFORO A PARTIR DE RESIDUO VEGETAL 
Los 17 mejores tratamientos de acuerdo a la prueba de promoción de crecimiento 
vegetal que en su mayoría también solubilizaron fósforo orgánico e inorgánico in 
vitro, fueron evaluados en cuanto a su capacidad para mineralizar fósforo a partir 
de un sustrato orgánico como es el tamo de arroz. En este sentido, se realizaron 
dos fermentaciones sumergidas evaluando el fósforo soluble liberado, 
destacándose los aislamientos IBUN-IGC4, IBUN-MGC11, IBUN-15A09, IBUN-
MGC2, IBUN-4P03, IBUN-MA1C8 e IBUN-IT2C6 (Figura 24 y 25), quienes hacia el 
día 20 de la fermentación liberaron 124, 122, 160, 119, 117, 113 y 103 mg.L-1 de 
fósforo en el medio, respectivamente. 
Cuatro de estos aislamientos (IBUN-MGC11, IBUN-15A09, IBUN-4P03 e IBUN-
MA1C8) también presentaron actividad en medio sólido demostrando su 
consistencia en la degradación de fuentes orgánicas de fósforo. El tamo de arroz 
contiene un 80,3% de materia orgánica total y su contenido de fósforo en 
porcentaje de materia seca es de 0,2-1,0% (Mongkol y Anan 2006; Dobermann y 
Fairhurst, 2002). El ácido fítico es la principal fuente de almacenamiento de 
fosfatos en las semillas y aproximadamente el 70% de las reservas de fosfatos en 
la planta son almacenadas en ésta fuente, encontrándose entonces no solo en las 
semillas sino incluso en los tejidos vegetativos de las plantas (Brinch et al., 2002). 
La liberación de fósforo a partir de éste residuo vegetal puede estar ligada a la 
posible actividad fosfatasa que presentan las bacterias (Osorio, 2012) (incluyendo 
la actividad fitasa) hidrolizando los enlaces éster que unen al carbono con el 
fosfato, liberando de esta manera el ion fosfato. De ésta forma estas enzimas 




Figura 24.  Liberación de fósforo a partir de residuo vegetal, fermentación 1. ADE: Control negativo 
sin inoculación bacteriana; P. fluorescens 095: Control positivo. Los datos corresponden a la media 
de tres unidades experimentales por tratamiento. 
Figura 25.  Liberación de fósforo a partir de residuo vegetal, fermentación 2. ADE: Control negativo 
sin inoculación bacteriana; P. fluorescens 095: Control positivo. Los datos corresponden a la media 
de tres unidades experimentales por tratamiento. 
 
Por otra parte, y como un indicativo de degradación, se evaluó la reducción del 
peso seco del tamo al finalizar el proceso de fermentación sumergida. Los 
aislamientos IBUN-IT2C6, IBUN-IGC4, IBUN-MGC11, IBUN-15A09, IBUN-MGC2, 
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del tamo más altos (11,3–16,7%) siendo estadísticamente superiores al control 
positivo P. fluorescens IBUN-095 (3,65%) (Figura 26 y 27).  
Esta reducción está dada por la actividad enzimática de los aislamientos, que 
remueve los componentes orgánicos presentes en el tamo. Lagos (2014) obtuvo 
porcentajes de reducción de peso seco del tamo similares (18%) usando extractos 
enzimáticos microbianos. Cabe aclarar que si bien la actividad fosfatasa 
(incluyendo la actividad fitasa) contribuye a la reducción en el peso seco del tamo, 
no es la única actividad involucrada. Estudios demuestran que el tamo del arroz 
está constituido por un 35,5% de celulosa, 31,2% de hemicelulosa y 3% de lignina 
(Sánchez, 2013) y únicamente entre el 0,2 y el 1% de fósforo por lo que gran 
porcentaje de la reducción de su peso seco puede estar mediada por actividades 
lignocelulolíticas (Fuentes y Garzón, 2013; Phutela y Sahni, 2013) o por acción de 
otras enzimas como amilasas, xilanasas y lipasas (Singh y Satyanarayana, 2006).  
Figura 26.  Porcentaje de reducción de peso seco del tamo inoculado con los diferentes 
aislamientos, fermentación 1. P. fluorescens 095: Control positivo. Los datos corresponden a la 
media de tres unidades experimentales por tratamiento. Letras distintas indican diferencias 



























































































Figura 27.  Porcentaje de reducción de peso seco del tamo inoculado con los diferentes 
aislamientos, fermentación 2. P. fluorescens 095: Control positivo. Los datos corresponden a la 
media de tres unidades experimentales por tratamiento. Letras distintas indican diferencias 
significativas con la prueba de comparación múltiple de Duncan (α=0,05). 
 
Se puede evidenciar que los tratamientos con mayor liberación de fósforo 
presentan también altas tasas de reducción de peso seco sugiriendo una posible 
correlación entre estas dos variables. Al realizar el coeficiente de correlación, se 
evidenció correlación positiva significativa (p<0,05) entre la liberación de fósforo y 
la reducción del peso seco del tamo con un coeficiente de determinación (R2) de 
0,3525 y 0,2656 para la primera y segunda fermentación respectivamente, lo que 
sugiere que entre el 35 y 26% de la reducción del peso del tamo podría estar 
explicada por la liberación del fósforo (Figura 28 y 29). 
Figura 28.  Coeficiente de correlación lineal entre fósforo soluble y porcentaje de reducción de peso 
seco del tamo para la primera fermentación. R2= coeficiente de determinación. P-valor<0,05 indica 

















































































y = 0,0775x - 12,456 




























Figura 29.  Coeficiente de correlación lineal entre fósforo soluble y porcentaje de reducción de peso 
seco del tamo para la segunda fermentación. R2= coeficiente de determinación. P-valor<0,05 indica 
significancia del coeficiente de correlación. 
 
Con el fin de dar soporte a la hipótesis de que la liberación del fósforo a partir del 
tamo podría estar mediada por la actividad fitasa se realizó una caracterización 
molecular de los 15 tratamientos de BAFEs evaluados en fermentaciones líquidas, 
con el fin de identificar el gen phy que codifica para la enzima fitasa. Para ello se 
realizó una búsqueda en la base de datos del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 
de secuencias del gen reportadas en el género Bacillus, encontrando que dicho 
gen está asociado a especies de Bacillus amyloliquefaciens y Bacillus subtilis. Una 
vez obtenidas las secuencias, se realizó un alineamiento de las mismas usando el 
programa de alineamiento de secuencias múltiple ClustalW2 
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) con el fin de identificar regiones 
conservadas para el diseño de primers que permitieran la amplificación del gen 
(Figura 30). 
B.amy.plant.FZB42       CAGCAGGTGATGCAGCTGATGATCCTGCGATTTGGCTGGACCCCAAGAATCCTCTGAACA 120 
B.subt.phy              CAGCAGGTGATGCAGCTGATGATCCTGCGATTTGGCTGGATCCCAAGAATCCTCAGAACA 120 
B.amySQR9phy            CAGCCGGTGATGCAGCTGATGATCCTGCAATTTGGCTGGACTCCAAGAATCCTCAGAACA 120 
B.amyFZB45phy           CAGCCGGTGATGCAGCTGATGATCCTGCGATTTGGCTGGCTCCCAAGAATCCTCAGAACA 120 
B.amy.Plant.NAU-B3      CAGCCGGTGATGCAGCTGATGATCCTGCGATTTGGCTGGACCCCAAGAATCCTCAGAACA 120 
B.subt.                 CAGCCGGTGATGCAGCTGATGATCCTGCGATTTGGCTGGACCCCAAGAATCCTCAGAACA 120 
B.subt.XF-8.phy         CGGCCGGTGACGCGGCTGATGATCCTGCGATTTGGCTGGACCCCAAGACTCCTCAGAACA 120 
B.subt.phyUS417         CGGCCGGTGACGCGGCTGATGATCCTGCGATTTGGCTGGACCCCAAGACTCCTCAGAACA 120 
B.amyXH7                CGGCCGGTGACGCGGCTGATGATCCTGCGATTTGGCTGGACCCCAAGACTCCTCAGAACA 120 
                        * ** ***** ** ************** **********   ****** ***** ***** 
B.amy.plant.FZB42       GCAAATTGATCACAACCAATAAAAAATCAGGCTTAGTCGTGTACAGCCTAGAGGGAAAGA 180 
B.subt.phy              GCAAATTGATCACAACTAATAAAAAATCAGGCTTAGTCGTGTACAGCCTAGAGGGAAAGA 180 
B.amySQR9phy            GCAAATTGATCACAACCAATAAAAAATCAGGCTTAGTCGTGTACAGCCTAGAGGGAAAGA 180 
B.amyFZB45phy           GCAAATTGATCACAACCAATAAAAAATCAGGCTTAGTCGTGTACAGCCTAGAGGGAAAGA 180 
B.amy.Plant.NAU-B3      GCAAATTGATCACAACCAATAAAAAATCAGGCTTAGTCGTGTACAGCCTAGAGGGAAAGA 180 
B.subt.                 GCAAATTGATCACAACCAATAAAAAATCAGGCTTAGTCGTGTACAGCCTAGAGGGAAAGA 180 
y = 0,0311x - 2,3625 




























B.subt.XF-8.phy         GCAAATTGATTACGACCAATAAAAAATCAGGTTTAGTCGTTTACAGCCTTGATGGTAAGA 180 
B.subt.phyUS417         GCAAATTGATTACGACCAATAAAAAATCAGGTTTAGTCGTTTACAGCCTTGATGGTAAGA 180 
B.amyXH7                GCAAATTGATTACAACCAATAAAAAATCAGGTTTAGTCGTTTACAGCCTCGATGGTAAGA 180 
                        ********** ** ** ************** ******** ******** ** ** **** 
. 
. 
.    
 
B.amy.plant.FZB42       ATTTTAAAATGGTGCCTTGGGAAAGAATCGCTGATAAAATCGGCTTTCACCCGCAGGTCA 1020 
B.subt.phy              ATTTTAAAATGGTGCCTTGGGAAAGAATCGCTGATAAAATCGGCTTTCACCCGCAGGTCA 1020 
B.amySQR9phy            ATTTTAAAATGGTGCCATGGGAAAGAATCGCTGATAAAATCGGCTTTCACCCGCAGGTCA 1020 
B.amyFZB45phy           ATTTTAAAATGGTGCCTTGGGAAAGAATCGCCGATAAAATCGGCTTTCACCCGCAGGTCA 1020 
B.amy.Plant.NAU-B3      ATTTTAAAATGGTGCCTTGGGAAAGAATCGCTGATAAAATCGGCTTTCACCCGCAGGTCA 1020 
B.subt.                 ATTTTAAAATGGTGCCTTGGGAAAGAATCGCCGATAAAATCGGCTTTCACCCGCAGGTCA 1020 
B.subt.XF-8.phy         ATTTTAAAATCGTGCCATGGGAAAGAATTGCTGATCAAATCGGTTTCCGCCCGCTGGCAA 1020 
B.subt.phyUS417         ATTTTAAAATCGTGCCATGGGAAAGAATTGCTGATCAAATCGGTTTCCGCCCGCTGGCAA 1020 
B.amyXH7                ATTTTAAAATCGTGCCGTGGGAAAGAATTGCTGATCAAATCGGCTTCCGCCCGCTGGCAA 1020 
                        ********** ***** *********** ** *** ******* ** * ***** **  *                                                               
B.amy.plant.FZB42       ATAAACAGGTTGACCCGAGAAAACTGACTGACAGA 1055 
B.subt.phy              CTAAACAGGTTGACCCGAGAAAACTGACCGACAGA 1055 
B.amySQR9phy            ATAAACAGGTTGACCCGAGAAAACTGACTGACAGA 1055 
B.amyFZB45phy           ATAAACAGGTTGACCCGAGAAAACTGACCGACAGA 1055 
B.amy.Plant.NAU-B3      ATAAACAGGTTGACCCGAGAAAACTGACTGACAGA 1055 
B.subt.                 ATAAACAGGTTGACCCGAGAAAACTGACTGACAGA 1055 
B.subt.XF-8.phy         ATGAACAGGTTGACCCGAGAAAACTGACCGACAGA 1055 
B.subt.phyUS417         ATGAACAGGTTGACCCGAGAAAACTGACCGACAGA 1055 
B.amyXH7                ATAAACAGGTTGACCCGAGAAAACTGACCGACAGA 1055 
                         * ************************* ****** 
                                                                            
Figura 30. Alineamiento de secuencias del gen phy de Bacillus obtenidas de la base de datos del 
NCBI. Se identificaron dos regiones potenciales como blanco de cebadores para la amplificación 
del gen: phyF->GCTGATGATCCTGCGATTTG y phyR-> GTCAGTTTTCTCGGGTCAAC. 
Una vez alineadas las secuencias, se lograron identificar dos regiones como 
blanco de cebadores para la amplificación del gen phy. Los primers diseñados 
presentaron las siguientes secuencias: BAFEphyForward: 
GCTGATGATCCTGCGATTTG y BAFEphyReverse: 
GTCAGTTTTCTCGGGTCAAC y amplifican una región con un tamaño aproximado 
de 980 pares de bases (pb). Estos primers constituyen un aporte importante al 
conocimiento ya que no han sido reportados en otro estudio y podrían ser 
empleados en futuras investigaciones. 
El gen phy fue amplificado por la técnica de Reacción en Cadena de la Polimerasa 
en un volumen final de la mezcla de reacción de 50µL, usando una concentración 
final de dNTP’s de 0,2mM, 0,4µM de cada uno de los primers y 1U.µL-1 de enzima 
Biolase DNA Pol. Las condiciones de la PCR fueron estandarizadas y consistieron 
en una desnaturalización inicial a 94ºC por 2 minutos seguido por 35 ciclos a 94ºC 
por 45 segundos, 50ºC por 1 minuto y 72ºC por 2 minutos y un ciclo de elongación 
final de 72ºC por 10 minutos. Los productos de PCR obtenidos (aproximadamente 
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980pb) fueron purificados utilizando el kit Promega Wizard® PCR Clean-Up 
System y secuenciados. 
Los resultados de la amplificación y secuenciación arrojaron la presencia del gen 
phy en los aislamientos IBUN-15A09, IBUN-4P03, IBUN-5A06, IBUN-MGC11 e 
IBUN-MA1C8 (Figura 31), cuatro de ellos con los mejores resultados en la 
liberación de fósforo a partir del tamo de arroz y reducción de peso seco. Las 
fitasas han sido ampliamente reportadas en el género Bacillus (Carreon, 2008; 
Greiner et al., 2007; Idriss et al., 2002; Ramesh et al., 2014; Hussin et al., 2007; 
Ryu et al., 2005; Tye et al., 2002) y su actividad ha sido asociada a una mayor 
liberación de fósforo a partir de sustratos orgánicos como compost a base de tamo 
de arroz, vermicompost y compost de residuos de granja (Hameeda et al., 2006). 
Esto representa un valor agregado importante debido a la aproximación del 
presente estudio de la incorporación del tamo de arroz al suelo como una fuente 
de nutrientes para las plantas, toda vez que dichos resultados demuestran que 
estos microorganismos tienen el potencial para contribuir a la degradación de éste 
residuo vegetal y poner a disposición de las plantas nutrientes esenciales como el 
fósforo, contribuyendo de esta forma a su desarrollo. 
Un análisis comparativo de secuencias que codifican para el gen de la fitasa 
usando la estrategia de agrupamiento Neighbour Joining fue llevado a cabo 
comparando las cepas positivas para el gen phy en éste trabajo con cepas de 
Bacillus obtenidas de la base de datos del NCBI (Figura 32). Éste análisis nos 
arrojó 5 agrupamientos. La secuencia del gen phy de la cepa IBUN-15A09 estuvo 
cercanamente relacionada con las secuencias reportadas para Bacillus subtilis 
(Grupo 4) aunque su porcentaje de identidad con ésta especie fue del 92%; por 
otro lado la secuencia de la fitasa de las cepas IBUN-MGC11, IBUN-MA1C8, 
IBUN-5A06 e IBUN-4P03 (Grupo 5) formaron un grupo cercanamente relacionado 
con las secuencias reportadas para Bacillus amyloliquefaciens (Grupo 5) (Figura 
32) presentando un porcentaje de identidad del 99% con las secuencias de ésta 
especie. Las secuencias de las especies Bacillus licheniformis, B. atrophaeus y B. 
cereus se agruparon entre si generando los grupos 1, 2 y 3, respectivamente. 
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Mukhametzyanova et al. (2012) realizaron un análisis comparativo de la secuencia 
del gen que codifica para la fitasa encontrando homologías entre las secuencias 
de Bacillus subtilis y Bacillus amyloliquefaciens. En este caso también se puede 
evidenciar dicha relación y el agrupamiento de las secuencias acorde a la especie 









Figura 31 . Electroforesis en gel de agarosa de productos de PCR con los primers phyF y phyR 
para amplificación del gen de la fitasa en Bacillus. C-: control negativo; MP: marcador de peso 
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 (NZ CP010524) Bacillus licheniformis BL-09
 (NC 021362) Bacillus licheniformis 9945A
 (NC 006270) Bacillus licheniformis ATCC 14580
 (NZ CP011802.1) Bacillus atrophaeus UCMB-5137
 (NZ CP007640) Bacillus atrophaeus subsp. globigiiBSS
 (NZ CP010778.1) Bacillus atrophaeus NRS 1221A
 (KF953809) Bacillus cereus strain SPC09
 (AJ277890) Bacillus subtilis phyC
 (HM070997) Bacillus subtilis XF-8
 IBUN-15A-09
 IBUN-5A-06
 (LN864510) Bacillus amyloliquefaciens US573






















































Figura 32 . Árbol de distancia genética elaborado del análisis Neighbor-Joining basado en las 
secuencias del gen que codifica para la enzima fitasa en Bacillus. El alineamiento de secuencias 
fue realizado usando BioEdit.    Indica los aislamientos secuenciados en el presente estudio. La 
cepa Pseudomonas sp. phytase gene fue usada como grupo externo. 
 
5.5. PROMOCIÓN DE CRECIMIENTO VEGETAL BAJO EL ESTÍMULO 
SUELO-TAMO 
Teniendo en cuenta los resultados previos, las cepas IBUN-4P03, IBUN-15A09 e 
IBUN-5A06 fueron seleccionadas para evaluar su actividad promotora de 
crecimiento vegetal en plantas de arroz en la siguiente fase del trabajo. En esta 
ocasión, las plantas de arroz fueron sembradas en un suelo franco arenoso con un 
porcentaje de carbono orgánico de 15,4% y un pH de 5 (Anexo B). Dicho suelo fue 









biodegradación en la superficie del suelo regulando la relación C:N a través de la 
adición de urea estimulando de esta forma la actividad de la microbiota nativa del 
tamo. 
Al evaluar el efecto de los promotores seleccionados sobre el desarrollo de las 
plántulas de arroz ante el estímulo tamo de arroz, se destacó el tratamiento IBUN-
4P03 incrementando significativamente la longitud y el peso seco del vástago en 
un 15 y 48% respectivamente, comparado con el tratamiento con sólo tamo. De 
igual forma, cabe resaltar el tratamiento IBUN-5A06 quien incrementó de manera 
significativa el peso seco de la raíz de las plántulas, superando en un 195% al 
tratamiento con sólo tamo (Figura 33).  
Realizando una comparación con el tratamiento sin tamo, en términos de longitud 
de vástago, nuevamente sobresalen las cepas IBUN-4P03 e IBUN-5A06 con un 
incremento significativo del 24 y 19%, respectivamente. En términos de biomasa 
vegetal, las tres cepas incrementaron significativamente el peso seco del vástago 
y raíz de las plántulas comparado con el tratamiento sin tamo (p<0,05 test 
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Figura 33 . Longitud y peso seco de plantas después de 40 días de crecimiento en suelo-tamo 
incorporado, utilizando promotores de crecimiento vegetal. Sin tamo: tratamiento sin aplicación de 
PGPR y sin tamo incorporado, con aplicación directa de urea sobre el suelo. Los datos 
corresponden a la media de cinco unidades experimentales por tratamiento. Letras distintas indican 
diferencias significativas entre tratamientos con la prueba de comparación múltiple de Duncan 
(α=0,05). 
Se ha reportado la capacidad de las bacterias aerobias formadoras de endospora 
para promover el crecimiento en plantas de arroz (Beneduzi et al., 2008). La 
aplicación de estos inoculantes potenciales puede contribuir a la mejora del 
crecimiento del arroz por diferentes mecanismos como la solubilización de fosfatos 
generando una mayor disponibilidad de fósforo en el suelo lo cual incrementa su 
captación por parte de las plantas y como resultado aumentando la biomasa 
vegetal (Panhwar et al., 2011). Incluso bajo el uso de tamo como enmienda del 
suelo, se ha reportado una mejora en algunas variables agronómicas de cultivos 
de arroz tratados con microorganismos promotores de crecimiento vegetal bajo 
condiciones de campo (Marentes et al., 2012). 
Es probable que los resultados obtenidos con las cepas IBUN-4P03, IBUN-5A06 e 
IBUN-15A09 se expliquen por la capacidad de estas bacterias promotoras del 
crecimiento vegetal para contribuir a mejorar la asimilación de nutrientes 
provenientes del suelo mismo o de la degradación del tamo después de ser 
incorporado. Esta mejor asimilación bien se podría dar a través de los 
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auxinas) o a través de mecanismos como la estimulación del desarrollo radicular 
por acción de otras fitohormonas como las citoqininas (Arkhipova et al., 2005), 
afectando positivamente la capacidad de asimilación de nutrientes por parte de la 
planta. 
La determinación de fósforo en el suelo es importante debido a que éste elemento 
constituye uno de los parámetros determinantes en el desarrollo de los cultivos. La 
mayor parte del fósforo se encuentra asociado a óxidos, reflejándose en una baja 
disponibilidad para las plantas; es por ello que el incremento en la disponibilidad 
de fósforo en los suelos se convierte en un factor clave para la sostenibilidad en la 
producción de los cultivos. En este sentido, se determinó el fósforo asimilable en el 
suelo utilizando el método de Arnold y Kurtz (Paneque et al., 2010), 
universalmente empleado para éste fin. 
Hubo una disminución del fósforo soluble en el suelo en los tratamientos sin tamo 
(11,5mg.Kg-1 de suelo), tamo+IBUN-15A09 (11,3mg.Kg-1 de suelo), tamo+IBUN-
4P03 (11,1mg.Kg-1 de suelo) y el control de sólo tamo (10 mg.Kg-1 de suelo) al día 
40 después de la siembra en comparación al fósforo disponible en el suelo al inicio 
del ensayo (12,5mg.Kg-1 de suelo), indicando una posible asimilación por parte de 
las plantas o los microorganismos (Figura 34). 
Duarah et al. (2011) encontraron una reducción de fósforo soluble en el suelo de 
plantas inoculadas con promotores de crecimiento vegetal después de 30 días de 
crecimiento, atribuyendo dicha reducción a una mayor asimilación por parte de las 
plantas. 
Sin embargo, cabe resaltar el caso del tratamiento tamo+IBUN-5A06 donde se 
obtuvo un aumento en las concentraciones de fósforo en el suelo con respecto a la 
concentración inicial (12,5mg.Kg-1 de suelo). Éste tratamiento  incrementó 
significativamente el fósforo en el suelo (13,4mg.Kg-1 de suelo) comparado con el 
tratamiento sólo tamo indicando un efecto directo de la bacteria promotora sobre la 
liberación de fósforo disponible en el suelo (Figura 34). Es importante mencionar 
que éste mismo tratamiento también generó un efecto promotor sobre las 
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plántulas de arroz, lo que supone una posible relación entre el incremento de 
fósforo en el suelo y un mayor crecimiento de las plántulas. 
Figura 34 . Fósforo disponible en el suelo. Sin tamo: tratamiento sin aplicación de PGPR y sin tamo 
incorporado, con aplicación directa de urea sobre el suelo. Los datos corresponden a la media de 
tres unidades experimentales por tratamiento. Letras distintas indican diferencias significativas 
entre tratamientos con la prueba de comparación múltiple de Duncan (α=0,05). 
Por otra parte, se analizó el fósforo de la biomasa microbiana en el suelo 40 días 
después de la siembra de las plántulas (Figura 35). En este sentido, se evidenció 
que el tratamiento con sólo tamo presentó los valores más bajos de biomasa 
microbiana de P (1,18mg P.Kg-1 de suelo), mientras que la adición de 
bioinoculantes incrementó éste parámetro respecto al tratamiento sólo tamo, lo 
cual era de esperarse debido al aporte de células bacterianas por la inoculación 
(Figura 35).  
Resultados similares han sido reportados, donde se evidencian incrementos en la 
biomasa microbiana del fósforo en el suelo con la aplicación de bioinoculantes 
microbianos (Ramesh et al., 2014). Esto puede implicar un resultado positivo toda 
vez que el fósforo asimilado en la biomasa microbiana constituye una fuente de 
fósforo de corto tiempo de renovación y podría proporcionar una lenta liberación 


































Sin embargo, el tratamiento sin tamo presentó la biomasa microbiana de P más 
alta (5,6 mg P.Kg-1 de suelo), siendo significativamente mayor a los demás 
tratamientos (Figura 35). Esto supone que la no incorporación de tamo de arroz al 
suelo favorece una mayor asimilación de fósforo por parte de los 
microorganismos, los cuales podrían estar compitiendo con las plántulas de arroz 
por éste nutriente, afectando de manera negativa su crecimiento como se pudo 
observar en los resultados previos de promoción de crecimiento vegetal. 
 
Figura 35 . Biomasa microbiana de fósforo en el suelo. Sin tamo: tratamiento sin aplicación de 
PGPR y sin tamo incorporado, con aplicación directa de urea sobre el suelo. Los datos 
corresponden a la media de tres unidades experimentales por tratamiento. Letras distintas indican 
diferencias significativas entre tratamientos con la prueba de comparación múltiple de Duncan 
(α=0,05). 
Con el fin de hacer una aproximación general de la movilidad del fósforo en el 
sistema, también se realizó un análisis del fósforo asimilado por la planta 
siguiendo la metodología de digestión húmeda con ácido nítrico propuesta por 
Silva (2014) con algunas modificaciones. 
Los resultados mostraron que el tratamiento tamo+IBUN-15A09 sobresalió 
generando los valores más altos de asimilación de fósforo por parte de las 
plántulas (1,2%), siendo estadísticamente superior a los demás tratamientos 
(Figura 36) y superando por más del doble (146%) al tratamiento con sólo tamo, lo 
cual supone una ventaja debido a que éste incremento podría verse reflejado en 






























coherente con los resultados previos ya que éste mismo tratamiento presentó 
valores bajos de biomasa microbiana de fósforo y reducción de fósforo en el suelo, 
lo que pudo deberse precisamente a la asimilación de éste nutriente por las 
plántulas de arroz favorecida por la cepa IBUN-15A09 por su capacidad para 
solubilizar fosfatos, mineralizar ácido fítico y liberar fósforo a partir del tamo de 
arroz, como se evaluó anteriormente. Sin embargo, a pesar de haber generado los 
valores más altos en cuanto a asimilación de fósforo por parte de las plántulas de 
arroz, el tratamiento tamo+IBUN-15A09 no fue el mejor en cuanto a actividad 
promotora de crecimiento vegetal, suponiendo que la asimilación de fósforo no 
está directamente relacionado con la actividad promotora para éste aislamiento. 
Resultados diferentes fueron obtenidos por Baig y coautores (2012), quienes 
encontraron una asociación entre una mayor asimilación de fósforo en plantas de 
trigo y su incremento en peso seco y longitud, utilizando bacterias del género 
Bacillus como promotoras del crecimiento vegetal.  
En segundo lugar encontramos el tratamiento tamo+IBUN-5A06 superando al 
tratamiento sin tamo en un 15% y al tratamiento sólo tamo en un 48%, aunque sin 
diferencias significativas (Figura 36). Al igual que el tratamiento tamo+IBUN-
15A09, el tratamiento tamo-IBUN-5A06 fue consistente en los resultados previos 
presentando una baja tasa de asimilación microbiana de fósforo, indicando una 
baja competencia por nutrientes entre los microorganismos y las plantas, lo que 
probablemente favoreció la asimilación de P por parte de éstas últimas, aunque en 
éste caso dicha asimilación si se vio reflejada en un incremento de las variables 
agronómicas de longitud y peso seco de vástago y raíz, con algunas diferencias 
significativas con respecto a los tratamientos no inoculados. 
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Figura 36 . Porcentaje de fósforo en planta. Sin tamo: tratamiento sin aplicación de PGPR y sin 
tamo incorporado, con aplicación directa de urea sobre el suelo. Los datos corresponden a la 
media de cuatro unidades experimentales por tratamiento. Letras distintas indican diferencias 
significativas entre tratamientos con la prueba de comparación múltiple de Duncan (α=0,05). 
 
Ramesh y coautores (2014) obtuvieron resultados similares al usar dos cepas de 
B. aryabhattai como promotoras de crecimiento vegetal en plantas de trigo y soya, 
encontrando incrementos en el peso de vástago y raíz de las plantas, así como un 
incremento en el contenido de P en las mismas, atribuyendo dichos resultados a la 
capacidad de las cepas evaluadas para solubilizar fosfatos y mineralizar fitato. 
Por su parte, Yu y coautores (2011) encontraron que la inoculación de plántulas 
con bacterias solubilizadoras de fosfatos mejoró la altura de las mismas y el peso 
seco de las raíces, comparado con el control sin inoculación. De igual forma el uso 
de estas bacterias incrementó notablemente la captación de fósforo y nitrógeno 
por parte de las plantas respecto al control no inoculado, siendo aún mayor el 
efecto cuando se enmendó el suelo con una fuente de fósforo insoluble.  
El tratamiento tamo+IBUN-4P03, quien presentó los mejores resultados en cuanto 
a promoción de crecimiento en plántulas de arroz, presentó el resultado más bajo 
en cuanto a asimilación de P (0,59%) por parte de las plántulas comparado con los 
otros tratamientos inoculados (Figura 36), lo cual es un resultado contrario a lo 
esperado ya que éste tratamiento incrementó significativamente la longitud y peso 
seco de las plántulas, sugiriendo que existen otros parámetros más relacionados a 































presente trabajo y que están interviniendo de manera importante sobre el 
desarrollo de las plántulas para éste caso. Sin embargo, es importante mencionar 
que el tratamiento tamo+IBUN-4P03 presentó uno de los valores más altos en 
cuanto biomasa microbiana de fósforo lo que podría explicar un poco la no 
asimilación por parte de las plántulas. 
Merece mencionar que en los efectos descritos arriba se puedo evidenciar no 
únicamente un efecto de la aplicación de las tres cepas promotoras de crecimiento 
vegetal seleccionadas a lo largo del desarrollo de éste trabajo, sino que también 
quedó en evidencia el efecto de la incorporación del tamo de arroz fertilizado con 
urea y degradado en la superficie del suelo, sobre el desarrollo de las plántulas de 
arroz respecto al tratamiento sin tamo, incrementando la altura y el peso seco de 
las plántulas, aunque sin diferencias significativas (Figura 33). Esto está dado 
probablemente por un efecto directo por el aporte de nutrientes del tamo al suelo 
como consecuencia de su degradación (Asten et al., 2005), mejorando sus 
propiedades físicas, químicas y biológicas. Se ha documentado que la 
incorporación del residuo vegetal de los cultivos en el suelo incrementa la fertilidad 
del mismo y el rendimiento de los cultivos (Eneji et al., 2001; Singh et al., 2001; 
Gill y Meelu, 1986). 
En el año 2012, Lan y coautores observaron que la utilización continua del tamo 
acoplada con el uso de fertilizantes incrementó el contenido de fósforo disponible 
en el suelo, contrario a los resultados obtenidos en el presente estudio, donde se 
observó que el tratamiento sin tamo generó un mayor contenido de fósforo 
disponible en el suelo respecto al tratamiento con tamo incorporado aunque sin 
diferencias significativas (Figura 34), a pesar de que la incorporación de tamo 
incrementó las variables asociadas a la planta con respecto al tratamiento sin 
tamo (Figura 33). 
5.6. IDENTIFICACIÓN TAXONÓMICA 
Con el objetivo de identificar molecularmente los mejores aislamientos, se llevó a 
cabo una extracción del ADN genómico de los mismos y posterior PCR con el fin 
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de amplificar el gen 16S ARNr. Los productos de PCR (Figura 37) fueron enviados 
a secuenciar en Servicio de Secuenciación y Análisis Molecular (SSiGMol) del 
Instituto de Genética, Universidad Nacional de Colombia (Bogotá D.C, Colombia). 
Las secuencias de 16S ARNr de las cepas aisladas de rizosfera de iraca y maíz 
fueron proporcionadas por el Dr. Camilo Ramírez, del Instituto de Biología de la 
Universidad de Antioquia.   
Una vez obtenidas las secuencias, para la identificación taxonómica de las cepas 
se utilizó el algoritmo de alineamientos locales BLAST de la base de datos del 
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) para seleccionar las secuencias homologas 
más cercanas. Los porcentajes de identidad obtenidos de la identificación 
molecular se muestran en la Tabla 3. Estos resultados permitieron clasificar los 15 
aislamientos de BAFEs evaluados. En este contexto se determinó que 13 cepas 
de las 15 mejores en actividad promotora de crecimiento vegetal hacen parte del 
género Bacillus, una perteneció al género Lysinibacillus y la última al género 






Figura 37 . Electroforesis en gel de agarosa de productos de PCR utilizando los primers universales 
27F y 1492R para la amplificación del gen que codifica para la subunidad 16S del ARNr. C-: control 
negativo; MP: Marcador de peso molecular Hyperladder II (Bioline®). 
 
Tabla 3 . Resultados de los alineamientos locales BLAST en la base de datos del NCBI. Se 


















Bacillus subtilis 100% 0,0 100% 
IBUN-
MT1C3 
B. flexus 100% 0,0 100% 
B. 
amyloliquefaciens 
100% 0,0 100% B. megaterium 100% 0,0 100% 
B. 100% 0,0 100% B. aryabhattai 100% 0,0 100% 
  MP                 15A-09             4P-03              5A-06              1A-08               9A-06         10A-04         15A-04          IA3C8              C- 
1000 pb 






B. subtilis 100% 0,0 99% 
IBUN-
MA1C8 
B. megaterium 100% 0,0 100% 
B. 
amyloliquefaciens 
100% 0,0 99% B. aryabhattai 100% 0,0 100% 
IBUN-
5A06 
B. megaterium 100% 0,0 99% IBUN-
IA3C8 
B. cereus 99% 0,0 99% 
B. aryabhattai 100% 0,0 99% B. thuringiensis 99% 0,0 99% 
IBUN-
1A08 
B. cereus 100% 0,0 99% 
IBUN-
IT2C6 
B. cereus 100% 0,0 100% 





100% 0,0 99% 
IBUN-
9A06 
B. cereus 99% 0,0 99% 
L. sphaericus 100% 0,0 99% B. thuringiensis 99% 0,0 99% 
IBUN-
MM4C3 
B. atrophaeus 100% 0,0 99% IBUN-
10A04 
B. megaterium 100% 0,0 99% 
B. subtilis 100% 0,0 99% B. aryabhattai 99% 0,0 99% 
IBUN-
MGC11 
B. subterraneus 100% 0,0 99% IBUN-
15A04 
B. cereus 100% 0,0 99% 
B. thioparans 100% 0,0 99% B. thuringiensis 100% 0,0 99% 
IBUN-
IGC4 
Paenibacillus sp. 100% 0,0 99%      
 
El análisis filogenético del gen 16S ARNr ubicó a la cepa IBUN-IGC4 como 
cercanamente relacionada con el género Paenibacillus sp., la cepa IBUN-MGC2 
dentro del grupo Lysinibacillus fusiformis, la cepa IBUN-MGC11 dentro de la 
especie B. subterraneus, las cepas IBUN-MA1C8, IBUN-10A04, IBUN-5A06 e 
IBUN-MT1C3 dentro del grupo de B. megaterium, la cepa IBUN-15A04 
cercanamente relacionada al grupo B. cereus-thuringiensis al igual que las cepas 
IBUN-IA3C8, IBUN-IT2C6, IBUN-1A08 e IBUN-9A06, la cepa IBUN-MM4C3 dentro 
de la especie B. atrophaeus y las cepas IBUN-4P03 e IBUN-15A09 dentro de la 
especie B. amyloliquefaciens (Figura 38). 
De vos et al. (2009) reportan un agrupamiento de 142 especies de Bacillus 
empleando secuencias del gen 16S del ARNr, encontrando alta cercanía entre las 
especies B. cereus  y B. thuringiensis. De igual forma encontraron una relación 
cercana entre las especies B. amyloliquefaciens y B. subtilis, y a su vez una 
cercanía entre estas dos especies y B. atrophaeus. Cabe resaltar que las 
secuencias del 16S de ARNr no siempre permiten discriminar entre especies. En 
éste caso, es más apropiado el uso de secuencias de otros genes, como por 
ejemplo la gyrB, que permite la diferenciación con base genética entre especies 




 (GU906250.1) Paenibacillus sp. strain Rb-4 16S
 (Y16129.1) Paenibacillus sp. C-168 16S
 (Y16128.1) Paenibacillus sp. T-168 16S
 MGC2
 (KM007103.1) Lysinibacillus fusiformis strain KO.Hel-1 16S
 (AB817975.1) Lysinibacillus fusiformis gene for 16S
 (JX028237.1) Lysinibacillus fusiformis strain A1 16S
 MGC11
 (NR 115305.1) Bacillus subterraneus strain COOI3B 16S
 (AY672638.1) Bacillus subterraneus 16S
 (KT719830.1) Bacillus subterraneus strain CF25 M.6 16S
 MA1C8
 10A-04
 (EU124555.1) Bacillus megaterium strain OSS 4 16S
 (JX517219.1) Bacillus megaterium strain A1-25c-21 16S
 MT1C3
 (KR780399.1) Bacillus aryabhattai strain CL16 16S
 (KP896525.1) Bacillus aryabhattai 16S
 (KR780460.1) Bacillus aryabhattai strain CRh23 16S




 (EU159480.1) Bacillus thuringiensis 16S
 (DQ923480.1) Bacillus cereus strain D23 16S
 (EU513393.1) Bacillus cereus strain TMPSB-M20 16S
 9A-06
 15A-04
 (DQ923487.1) Bacillus cereus strain D62 16S
 (AB973430.1) Bacillus thuringiensis gene for 16S
 1A-08
 (AY728013.1) Bacillus subtilis strain JM4 16S
 (DQ993674.1) Bacillus subtilis BCRC 16S
 (KC990823.1) Bacillus subtilis strain RN40 16S
 MM4C3
 (EF433409.1) Bacillus atrophaeus BCRC 17123
 (AB021181.1) Bacillus atrophaeus
 4P-03
 15A-09
 (JQ696830.1) Bacillus amyloliquefaciens strain ATCC 23842 16S
 (NR 116022.1) Bacillus amyloliquefaciens BCRC 16S
 (NR 118950.1) Bacillus amyloliquefaciens strain ATCC 23350 16S



































































Figura 38. Árbol de distancia genética elaborado del análisis Neighbor-Joining basado en las 
secuencias de la región 16S del ARNr. El alineamiento de secuencias fue realizado usando 
BioEdit.    Indica aislamientos evaluados en el presente estudio. La cepa Pseudomonas sp. C21 
16S rRNA gene fue usada como grupo externo. 
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El diseño metodológico empleado en el presente estudio permitió caracterizar 56 
aislamientos bacterianos, obtenidos de la rizósfera de diferentes especies 
vegetales, en términos de su potencial para promover el crecimiento vegetal, con 
el fin de seleccionar las mejores cepas para evaluar su efecto sobre el desarrollo 
de plántulas de arroz bajo el estímulo tamo de arroz incorporado bajo condiciones 
de invernadero. 17 aislamientos sobresalieron en el tamizaje inicial, 15 de ellos 
pertenecientes al grupo de las BAFEs, de los cuales fueron seleccionados tres por 
presentar una consistencia en las actividades evaluadas durante todo el proceso 
de selección. 
Los ensayos de promoción de crecimiento vegetal bajo condiciones de 
invernadero permitieron determinar la capacidad de las tres cepas seleccionadas 
para favorecer el desarrollo de las plántulas, lo cual se reflejó en una mayor altura 
y ganancia de peso seco. También permitieron determinar la capacidad de 
algunas de las cepas de incrementar las concentraciones de fósforo disponible en 
el suelo y/o la asimilación de fósforo por parte de las plántulas, después de 40 
días de crecimiento. 
En la figura 39 se presenta un árbol de distancia genética resumiendo las 
características de las 15 mejores cepas de BAFEs evaluadas en el presente 
trabajo, donde se observan seis agrupamientos de acuerdo a los diferentes grupos 
taxonómicos. 
Inicialmente encontramos el clado conformado por la cepa IBUN-IGC4 
perteneciente al género Paenibacillus aislada de la rizosfera de iraca, quien se 
destacó por generar una alta reducción de peso seco del tamo de arroz (15,8%) 
en fermentaciones liquidas. Luego encontramos el grupo conformado por la cepa 
IBUN-MGC2 perteneciente a la especie L. fusiformis aislado de la rizosfera de 
maíz sobresaliendo en la reducción de peso seco del tamo de arroz (12,4%) y en 
la producción de AIA (9,9μg.mL-1). Después encontramos la cepa IBUN-MGC11 
dentro de la especie B. subterraneus, destacándose por su actividad 
mineralizadora de ácido fítico in vitro y reducción del peso seco del tamo de arroz, 
pero además presencia del gen de la fitasa, convirtiéndose en una buena 
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candidata para evaluar su actividad en la degradación de residuo vegetal. 
Además, es interesante resaltar que, de acuerdo a la revisión de la literatura 
científica, este sería el primer reporte de la presencia del gen phy para ésta 
especie de Bacillus. 
Por otra parte, encontramos el clado donde se agrupan las cepas IBUN-MA1C8, 
IBUN-MT1C3, IBUN-5A06 e IBUN-10A04 pertenecientes al grupo B. megaterium-
aryabhattai, siendo las dos primeras aisladas de la rizosfera de plantas de maíz y 
las otras dos de la rizósfera de plantas de arroz. Las cuatro cepas comparten una 
característica en común y es la mineralización de ácido fítico in vitro, 
destacándose la cepa IBUN-MT1C3, la cual también presentó una al actividad 
solubilizadora de fosfato tricálcico. En cuanto a la producción de compuestos 
indólicos, la actividad fue igual de acuerdo al origen de aislamiento, siendo las 
cepas IBUN-MA1C8 e IBUN-MT1C3 las mejores productoras de AIA, mientras que 
las otras dos, aisladas de la rizosfera de arroz, producen concentraciones muy 
bajas o nulas de ésta hormona reguladora de crecimiento vegetal. Por último las 
cepas IBUN-MAIC8 e IBUN-5A06 tuvieron presente el gen phy, siendo la cepa 
IBUN-MA1C8 la mejor reductora de peso seco del tamo de arroz.  
También tenemos el clado B. amyloliquefaciens-subtilis que incluye las cepas 
IBUN-4P03 e IBUN-15A09 aisladas de la rizosfera de papa y arroz, 
respectivamente. De éste grupo se desprende un subgrupo de la especie B. 
atrophaeus donde se encuentra la cepa IBUN-MM4C3 obtenida de la rizósfera de 
maíz. Éste grupo presentó varias actividades en común como una baja 
solubilización de fosfato tricálcico, moderada actividad mineralizadora de ácido 
fítico y una baja producción de AIA. Mientras que las cepas IBUN-4P03 e IBUN-
15A09 presentaron una alta reducción de peso seco del tamo de arroz así como la 
presencia del gen phy. Es importante mencionar que estas dos últimas cepas 
fueron muy similares en todas las variables evaluadas, incluyendo su consistencia 
en la actividad promotora de crecimiento vegetal, a pesar de tener diferentes 
orígenes de aislamiento. 
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Por ultimo encontramos el clado correspondiente al grupo B. cereus-thuringiensis 
donde se agruparon las cepas IBUN-IA3C8, IBUN-IT2C6, IBUN-9A06, IBUN-
15A04 e IBUN-1A08, quienes de forma general, presentaron baja actividad en 
todos los parámetros evaluados, con algunas excepciones, donde sobresalieron 
las cepas IBUN-IT2C6 e IBUN-1A08 por una alta reducción de peso seco del tamo 
y mineralización de ácido fítico in vitro, respectivamente (Figura 39). 
Una comparación entre los árboles filogenéticos del análisis Neighbor-Joining de 
las secuencias de los genes 16S (Figura 38) y phy (Figura 32)  de las cinco cepas 
de Bacillus positivas para el gen que codifica para la fitasa nos permitió inferir que 
la secuencia de ésta enzima está relacionada entre las especies de B. 
amyloliquefaciens-subtilis (IBUN-4P03 e IBUN-15A09) y B. megaterium-
aryabhattai (IBUN-5A06 e IBUN-MA1C8). La secuencia del gen phy para la 
especie B. subterraneus (IBUN-MGC11) también estuvo asociada al grupo B. 
amyloliquefaciens-subtilis, sin embargo, no existen reportes de fitasas para B. 








































              
 




































(1) Actividad solubilizadora de fosfato tricálcico In vitro:                                         (2) Mineralización de ácido fítico In vitro:                       
                 0-135 mg.L
-1                                                                                                                                                                                   
0-115 % 
              135,1-270 mg.L
-1                                                                                                                                                 
115,1-230 % 
              >270 mg.L
-1
                                                                                                         >230 %
 
                                            
(3) Producción de AIA:                                                                                       (4) Reducción de peso seco del tamo:                                                              
               0-9,6 μg.mL
-1
                             0-5,5 %  
               9,7-19,4 μg.mL
-1
                             5,6-11,1 % 
                 >19,4 μg.mL
-1
                                                                                                                       >11,1 %  
    
(5) Presencia del gen phy:                                                                
              Ausente 
              Presente 
  
Figura 39 . Árbol de distancia genética resumen de las 15 mejores cepas de BAFEs caracterizadas 




B. megaterium  
B. aryabhattai  
B. atrophaeus 
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• Un total de 17 aislamientos, 15 de ellos perteneciente al grupo de las BAFEs, 
presentaron actividad promotora de crecimiento vegetal en plántulas de arroz 
en un tamizaje inicial bajo condiciones de invernadero. Cinco de estos 
aislamientos fueron consistentes en una repetición en el tiempo incrementando 
significativamente las variables agronómicas evaluadas con respecto al control 
sin tratamiento bacteriano.  
 
• Los cinco aislamientos promisorios presentaron propiedades asociadas a la 
promoción directa de crecimiento vegetal como la solubilización y 
mineralización de fósforo y la producción de hormonas reguladoras del 
crecimiento vegetal como el AIA. Dichas propiedades intervinieron en el 
desarrollo de las plantas de arroz durante los 30 días de crecimiento, lo que se 
reflejó en plantas de mayor longitud y peso seco comparado con el control no 
inoculado. 
 
• Los aislamientos IBUN-MGC11, IBUN-15A09, IBUN-4P03 e IBUN-MA1C8 
presentaron una consistencia en la liberación de fósforo a partir de fuentes 
orgánicas como es el ácido fítico y el tamo de arroz bajo condiciones in vitro, 
mayor reducción de peso seco del tamo, así como presencia del gen de la 
fitasa (phy), sugiriendo una posible intervención de ésta enzima en los 
resultados obtenidos.  
 
• Las secuencias del gen phy de los aislamientos IBUN-MGC11, IBUN-5A06, 
IBUN-4P03 e IBUN-MA1C8 presentaron similitud del 99% con la fitasa del 
grupo Bacillus subtilis-amyloliquefaciens. Sin embargo, la secuencia del gen 
phy del aislamiento IBUN-15A09 presentó una homología de sólo el 92% con la 
fitasa del grupo Bacillus subtilis-amyloliquefaciens, sugiriendo que podría 
tratarse de un nuevo grupo de fitasas. Sin embargo, es indispensable realizar 
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otra serie de estudios para corroborar ésta hipótesis. Además, éste trabajo 
constituye el primer reporte de fitasas en el grupo de B. subterraneus (IBUN-
MGC11). 
 
• Los ensayos de promoción de crecimiento en sustrato suelo-tamo utilizando los 
aislamientos promotores IBUN-4P03, IBUN-15A09 e IBUN-5A06 arrojaron 
resultados promisorios debido al incremento en las variables agronómicas 
evaluadas en las plantas y el suelo donde se aplicó la inoculación microbiana. 
Esto refleja que los microorganismos utilizados podrían generar incrementos 
en la productividad de los cultivos de arroz bajo condiciones de campo, aunque 
se requieren más estudios para corroborar ésta hipótesis. 
 
• Los resultados obtenidos sugieren que la incorporación del tamo de arroz en el 
suelo y la inoculación de semillas con promotores de crecimiento vegetal 
constituye una alternativa viable para mejorar el vigor de las plantas de arroz 
en las etapas iniciales de crecimiento y probablemente contribuya a un mayor 
rendimiento del cultivo y mejoramiento de la calidad del suelo a largo plazo 
bajo condiciones de campo. 
 
• La cepa promotora IBUN-4P03 sobresalió por su consistencia en todos los 
ensayos realizados in vitro y en promoción de crecimiento en invernadero bajo 
el estímulo tamo, siendo la mejor candidata para su evaluación de promoción 
de crecimiento vegetal bajo condiciones de campo. 
 
• Las secuencias del gen 16S del ARNr permitieron realizar la identificación de 
los 15 aislamientos de BAFEs rizosféricos evaluados en el presente estudio, 
asociando a nivel de género con mayor precisión. 13 de los aislamientos 






6.2. RECOMENDACIONES  
 
• Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se recomienda evaluar otros 
mecanismos de promoción de crecimiento vegetal como la fijación biológica de 
nitrógeno, producción de ACC deaminasa, producción de sideróforos y 
producción de enzimas extracelulares, utilizando los mejores aislamientos, con 
el fin de dilucidar cuál es el mecanismo que contribuye más a generar 
incrementos en el desarrollo vegetal. 
 
• Debido a la liberación de fósforo a partir del tamo en las fermentaciones 
liquidas y a la presencia del gen phy en algunas de las tres cepas promotoras 
seleccionadas, se recomienda hacer una aproximación más precisa de la 
actividad fitasa de las bacterias evaluando la actividad específica de la enzima 
producida en medio líquido. 
 
• Es importante verificar la intervención de la actividad fitasa en la degradación 
del tamo y liberación de fósforo, por ello se recomienda realizar una mutación 
del gen phy (knockout) y evaluar si la liberación de fósforo en el medio líquido 
se mantiene o se reduce, al igual que el peso seco. De igual forma, evaluar la 
actividad promotora de crecimiento vegetal de dicha mutante en suelo-tamo y 
verificar si dicha actividad es mantenida. 
 
• Se recomienda evaluar las bacterias promisorias en condiciones de campo 
sobre el cultivo del arroz para corroborar si su actividad promotora de 
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         Medio para esporulación de BAFEs 
                                                Glucosa              3 gr.L-1 
                                                CaCl2.2H2O        0,088 gr.L
-1 
                                                FeSO4.7H2O      0,028 gr.L
-1 
                                                KH2PO4              6,8 gr.L
-1 
                                                MgSO4.7H2O      0,12 gr.L
-1 
                                                MnSO4.4H2O      0,002 gr.L
-1 
                                                ZnSO4.7H2O       0,014 gr.L
-1 
                                                Triptona              7 gr.L-1 
ANEXO B: 
Características del suelo usado para la evaluación de promotores de 
crecimiento vegetal en suelo-tamo 
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ANEXO C:  
Solución nutritiva de Hoagland sin N ni P para fert ilización de plantas de 
arroz 
Componente Solución stock Volumen de solución stock/L (ml) 
Macronutrientes  
K2SO4 87,13g/L 2,5 
CaCl2 110.9g/L 5 
EDTA de hierro 24,9g/L 1 
MgSO4.7H2O 246,5g/L 1 
Micronutrientes  
H3BO3 2,86g/L 1 
MnCl2.4H2O 1,81g/L 1 
ZnSO4.7H2O 0,22g/L 1 
CuSO4.5H2O 0,05g/L 1 
Na2MoO4.2H2O 0,12g/L 1 
 
